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ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique 
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CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute 
CMI : concentration minimale inhibitrice 
CNR : Centre national de Rfrence 
CRCM : centre de ressources et de comptence de la mucoviscidose 
CVF : capacit vitale force 
ECBC : examen cyto-bactriologique des crachats 
ED : examen direct 
EFR : exploration fonctionnelle respiratoire 
IMC : indice de masse corporelle 
IPE : insuffisance pancratique externe 
MABSC : mycobactries du complexe abscessus 
MAC : mycobactries du complexe avium-intracellulare 
MGIT : Mycobacteria Growth Indicator Tube 
MNT : mycobactries non tuberculeuses 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
RFM : registre franais de la mucoviscidose 
SARM : Staphylococcus aureus rsistant  la mticilline 
SAMS : Staphylococcus aureus sensible  la mticilline 
SFM : Socit Franaise de Microbiologie 
SFP : Socit Franaise de Pdiatrie 























   
La mucoviscidose est une maladie gntique grave dont la prvalence est leve en Haute-
Normandie. Les patients atteints constituent un groupe  risque d'infections pulmonaires 
communautaires. Grce aux progrs thrapeutiques et  lÕamlioration des techniques dÕidentification, 
des agents pathognes tels que les mycobactries non tuberculeuses (MNT) sont de plus en plus 
frquemment identifies. Leur implication dans la dgradation de l'tat clinique de ces patients est 
dsormais reconnue.  
Ainsi, des critres dfinissant les infections  MNT font lÕobjet de nouvelles 
recommandations. Les infections lies aux mycobactries du complexe abscessus posent des 
problmes thrapeutiques. En effet, celles-ci sont rputes rsistantes  de nombreux antibiotiques et 
leur recherche dans les prlvements respiratoires des patients atteints de mucoviscidose, 
indispensables  lÕtablissement dÕun antibiogramme, est rendu difficile par la prsence de nombreux 
micro-organismes, en particulier Pseudomonas aeruginosa. 
 
Notre travail, men en collaboration avec le Centre de Ressources et de Comptence de la 
Mucoviscidose (CRCM) de Rouen et le laboratoire de microbiologie du  CHU de Rouen, avait deux 
objectifs :  
- dÕune part, la mise en place dÕune tude prospective ayant pour but dÕtudier une nouvelle 
technique de dcontamination des prlvements comparativement  la mthode utilise en routine au 
laboratoire, et lÕapport de lÕutilisation du milieu Cepacia¨ dans lÕisolement des MNT  partir des 
scrtions bronchiques des patients atteints de mucoviscidose. 
- dÕautre part, lÕtude rtrospective des dossiers des patients chez lesquels une souche de 
mycobactrie du complexe abscessus a t isole au CHU de Rouen entre 2004 et 2011 pour recenser 
leurs caractristiques cliniques et biologiques et leur volution au fil du temps. De plus, nous avons 
tent de mettre au point une mthode de typage molculaire des souches de mycobactries du 
complexe abscessus isoles chez ces patients. 
 
 Nos rsultats exprimentaux seront exposs aprs quelques rappels sur la mucoviscidose et les 




























I. LA MUCOVISCIDOSE 
 
La mucoviscidose ou fibrose kystique est une maladie gntique affectant les pithliums 




La mucoviscidose est la plus frquente des maladies gntiques graves dans la population 
caucasienne. C'est une maladie hrditaire  transmission autosomique rcessive, avec une incidence 
de 1/4500 naissances. Une personne sur 30 est porteur sain. Toutefois, ce chiffre d'incidence moyenne 
de la mucoviscidose masque des diffrences importantes existant au niveau gographique et ethnique. 
Il existe ainsi trs peu de cas dans la population africaine (1/15000) et encore moins dans la population 
asiatique (1/30000) (Ravilly, 2007).  
 
En 2010, 5792 patients atteints ont t enregistrs au Registre Franais de la Mucoviscidose 
(RFM). On estime ce chiffre quivalent  90% de la totalit de la population atteinte en France (Bellis, 
2012). La prvalence est en moyenne de 8,4 malades pour 100 000 habitants (Bellis, 2012), la Haute-
Normandie tant une des rgions de France dans laquelle la prvalence est la plus leve (Figure 1).
  
 
          
   
Figure 1 : Prvalence de la mucoviscidose en France en 2010 (nombre de patients pour 100 000 
habitants) (Bellis, 2012)  
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      Avec lÕamlioration des connaissances sur les mcanismes physiopathologiques et 
gntiques de la maladie et les progrs concernant la prise en charge thrapeutique des complications 
de la mucoviscidose, la survie des patients sÕest considrablement amliore depuis les annes 1960. 
En effet, alors que la majorit des patients mouraient avant 7 ans en 1965 (www.vaincrelamuco.org, 
consult le 27 septembre 2012), la vie mdiane actuelle dpasse 35 ans et lÕesprance de vie 40 ans. 
Par consquent, on constate que l'effectif de patients enregistr au RFM est en augmentation depuis de 
nombreuses annes ; le nombre de patients adultes dpassera trs vraisemblablement le nombre 
dÕenfants dans les prochaines annes (Figure 2) : ils taient moins de 20% en 1992 et reprsentent 
dsormais 45,8% des patients, mme si la population reste structurellement jeune, l'ge moyen tant 
gal  17,7 ans (Bellis, 2011). 
 
 
Figure 2 : Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose et du pourcentage 
d'adultes depuis 1992 (Bellis, 2012) 
  
Le mme constat a t effectu par la Cystic Fibrosis Foundation amricaine (Quon et Aitken, 
2012) (Figure 3). 
 





La mucoviscidose est une maladie perturbant le fonctionnement de la protine CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) 
a. Gntique 
 
 Le gne CFTR responsable de la mucoviscidose a t isol par une srie de clonages 
molculaires et identifi en 1989 (Riordan, 1989). Ce gne de 27 exons s'tend sur 250 kb sur le bras 
long du chromosome 7 (locus 7q31) (Figure 4). Il est transcrit en ARN messager de 6,5 kb et code 
pour la protine CFTR. 
 
 
    
 
Figure 4 : Schma de l'alignement partiel de la squence en amino-acide du gne CFTR (Becq, 
2003) 
 
 Aujourd'hui, plus de 1600 mutations de ce gne ont t rpertories. Elles sont classes en six 
classes en fonction du mcanisme par lequel elles peuvent causer une perte de fonction totale ou 
partielle de la protine CFTR (Figure 5) (Ravilly, 2007) : 
¥ Classe I : mutations bloquant la synthse de la protine CFTR 
¥ Classe II : mutations empchant la maturation de la protine CFTR dans le rticulum 
endoplasmique  
¥ Classe III : mutations altrant la rgulation de l'ouverture du canal chlorure 
¥ Classe IV : mutations perturbant la conductance du canal CFTR 
¥ Classe V : mutations rduisant la quantit de canaux CFTR fonctionnels sur la 
membrane 
¥ Classe VI : apparue rcemment, regroupe les mutations qui induisent une instabilit 




Figure 5 : Les diffrentes classes de mutations du gne CFTR 




 La mutation !F508 est la plus frquente. Elle est retrouve dans plus de 80% des gnotypes 
en France (Bellis, 2012). Elle consiste en une dltion de trois nuclotides entrainant l'absence d'un 
acide amin phnylalanine normalement situ en position 508 sur la protine CFTR (Bellis, 2012). 
Elle fait partie des mutations de classe II. 
 
 
b. Protine CFTR 
   
 
 Elle est compose de 1480 acides amins pour un poids molculaire de 170 KDa (Becq, 2003). 
Elle est synthtise dans le rticulum endoplasmique et est finalement libre  la membrane des 
pithliums scrtoires de nombreux organes, en particulier les poumons, les glandes sudoripares, le 
foie, l'intestin, le pancras, la vsicule biliaire, les glandes salivaires, la thyrode, le rein et le tractus 
gnital (Ravilly, 2007).  
 
De par sa structure (Figure 6), cette glycoprotine transmembranaire fait partie de la super 









 La protine CFTR a pour principal rle celui dÕun canal chlorure de faible conductance dont 
l'ouverture est contrle par l'adnosine monophosphate cyclique (AMPc) (Ravilly, 2007). Le transport 
actif d'ions chlorure vers l'extrieur de la cellule est accompagn d'un transport passif d'eau. Cette 
protine agit galement  la surface de l'pithlium comme rgulateur d'autres canaux ioniques 
notamment en activant un autre canal chlore, le canal ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) 
et  l'inverse, en inhibant les canaux EnaC (sodium Epithelial Channel) qui permettent l'absorption 








 Par ces diffrentes fonctions, la protine CFTR contrle le volume et l'hydratation des 
scrtions exocrines permettant une bonne clairance mucociliaire (Durieu et Josserand, 2008; Ravilly, 
2007). 
 
Dans la mucoviscidose, le dysfonctionnement de la protine CFTR entrane une mauvaise 
rgulation des flux ioniques. On observe une rtention intracellulaire de chlore et une hyper-absorption 
de sodium, empchant la sortie passive d'eau. Il en rsulte une production de scrtions dshydrates 
et visqueuses (Ravilly, 2007). L'accumulation de mucus favorise les infections broncho-pulmonaires et 
la raction inflammatoire locale. Dans les glandes sudoripares, les flux d'ions sont inverss, ce qui 
explique la teneur leve en chlore dans la sueur des malades et le risque de dshydratation. 
  
La protine CFTR a galement d'autres fonctions telles que la rgulation du pH des organelles 
intracellulaires, la stimulation de l'endocytose et l'exocytose, la rgulation de la scrtion de 
glycoprotines et de mucines, le transport de l'ATP et du glutathion, la rgulation de la production de 
certaines cytokines pro- et anti-inflammatoires (Mehta, 2005). Dans la mucoviscidose, on assiste donc 
 une diminution des dfenses contre le stress oxydant. 
 
c. Relation gnotype/phnotype 
 
 
L'expression phnotypique de la maladie dpend du fonctionnement qualitatif et quantitatif de 
la protine CFTR : plus son niveau d'activit est bas, plus le phnotype de la maladie est svre 
(Ravilly, 2007). Lorsque lÕactivit de la protine est infrieure  10 %, une faible variation de cette 
activit suffit  modifier de faon importante le phnotype de la maladie (Figure 8). Les mutations I  
III sont en gnral associes  des formes svres de la maladie alors que les mutations IV  VI 






Figure 8 : Manifestations cliniques lies  lÕactivit de CFTR (HAS, Janvier 2009) 
 
 
Des tudes pidmiologiques, notamment celle du Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype 
Consortium (Consortium, 1993), ont mis en vidence une corrlation entre le gnotype et les 
manifestations cliniques concernant la fonction pancratique. Ainsi, les formes avec une insuffisance 
pancratique sont le plus souvent associes  des mutations de classe I, II et III.  
 
La svrit de l'atteinte pulmonaire est, quant  elle, variable au sein d'un mme gnotype 
CFTR, ce qui suggre l'intervention d'autres facteurs. Des gnes modificateurs de la fonction 
pulmonaire ont t dcrits. Par exemple, le polymorphisme du gne TGF!-1 (Transforming Growth 
Factor) impacte sur la svrit de lÕatteinte pulmonaire (Drumm, 2005). Des facteurs 
environnementaux, tels que le statut social-conomique et lÕexposition  la pollution arienne ont aussi 





3. Manifestations respiratoires et complications infectieuses 
 
La prsence de la protine CFTR sur de nombreuses cellules de l'organisme implique des 
manifestations cliniques trs diverses.  
Une atteinte digestive est prsente chez 80% des patients ; il peut s'agir dÕinsuffisance 
pancratique, de manifestations gastro-intestinales, de troubles nutritionnels et dÕatteintes hpato-
biliaires.  
Ces patients prsentent galement des atteintes gnitales,  ORL et osto-articulaires.  
Toutefois, les manifestations respiratoires dominent le tableau clinique et restent la cause 
majeure de morbidit et de mortalit de la mucoviscidose (Deneuville, 2007). Elles apparaissent 
souvent dans lÕenfance et dans plus de 80% des cas au cours de la premire anne de vie (Hubert, 
2005). 
 
a. Physiopathologie de lÕatteinte respiratoire 
  
 
Il rsulte de l'inefficacit de la clairance mucociliaire, une inflammation trs prcoce 
aboutissant  la production d'un mucus visqueux et pais par les cellules glandulaires de l'pithlium 
respiratoire. Ceci, associ  une perte d'lasticit, engendre un encombrement des voies ariennes 
infrieures. Des infections broncho-pulmonaires se succdent alors (Deneuville, 2007). 
A long terme, l'inflammation chronique aboutit  des modifications profondes de la structure 
bronchique : la paroi bronchique forme des bronchectasies et au niveau bronchiolaire apparaissent des 
zones parenchymateuses atlectasies et des zones emphysmateuses (Deneuville, 2007).  
Le cercle vicieux "obstruction-infection-inflammation" conduit  long terme  l'insuffisance 
respiratoire et au dcs du patient en l'absence de greffe pulmonaire (Deneuville, 2007; SFM, 2010). 
 
b. Surveillance de la fonction pulmonaire 
 
 
La surveillance de la fonction pulmonaire repose sur la radiographie, parfois le scanner, et 
l'exploration fonctionnelle respiratoire (EFR). L'EFR consiste  faire souffler les patients dans un 
appareil qui mesure plusieurs paramtres, tels que le volume expiratoire maximum en une seconde 
(VEMS) et la capacit vitale force (CVF). Ces paramtres permettent d'valuer la gravit de l'atteinte 






Les signes cliniques ne sont pas spcifiques. La broncho-pneumopathie chronique obstructive 
est la manifestation la plus retrouve, domine par une toux chronique, sche accompagne 
d'expectorations purulentes et visqueuses. Chez le nourrisson, il s'agit frquemment de bronchites 
tranantes  rptition. Des hmoptysies de faible abondance sont frquentes chez l'adulte. La cyanose 
des extrmits, quand elle existe, tmoigne de l'volutivit de l'atteinte respiratoire (Hubert, 2005). La 
dyspne est fonction de l'insuffisance respiratoire. A l'auscultation, les rles bronchiques et les 
sibilants sont souvent discrets, en contradiction avec la richesse des signes radiologiques. A lÕexamen 
clinique, lÕhippocratisme digital et une dystrophie thoracique se dveloppent en parallle de lÕatteinte 
respiratoire (Hubert, 2005). 
Les pousses de surinfection, appeles exacerbations, sont la consquence de colonisations 
bactriennes ou fongiques favorises par le mucus bronchique visqueux (HAS, Janvier 2009). Elles 
sont caractrises par une aggravation des symptmes, une intolrance  l'effort et une altration de 
l'tat gnral : asthnie majeure, anorexie, amaigrissement et parfois de la fivre (Deneuville, 2007; 
Hubert, 2005). A chaque pousse, la fonction respiratoire se trouve dgrade, parfois de faon 
irrversible. La rptition des pousses infectieuses et l'inflammation chronique au niveau des 




d. Complications infectieuses 
 
 
Les infections peuvent tre virales (Virus Respiratoire Syncitial, Influenzavirus, Rhinovirus), 




" Prlvements bactriologiques 
 
 
Une surveillance rgulire et adapte des scrtions respiratoires, ds le diagnostic de 
mucoviscidose, est ncessaire  chaque consultation tous les 1  3 mois, selon l'ge et la gravit de 
l'atteinte respiratoire pour caractriser les germes en cause dans les infections broncho-pulmonaires et 
leur sensibilit aux antibiotiques (HAS, Janvier 2009; SFP, 2002). 
 
L'examen cyto-bactriologique des crachats (ECBC) permet de fournir des renseignements  
sur la colonisation bactrienne de lÕarbre trachobronchique (Hubert, 2005). Le recueil peut tre 
optimis par une sance de kinsithrapie respiratoire, ou par la prise de bronchodilatateur et/ou de 
rhDNase (HAS, Janvier 2009). Les ECBC quantitatifs ont l'avantage de distinguer les deux objectifs 
qui sont l'radication en cas de primo-colonisation et la diminution de l'inoculum en cas d'infection 
chronique. 
 
L'couvillon oro-pharyng est utilis chez les enfants qui ne crachent pas spontanment. 
L'intrt de ce prlvement dans l'tude des infections  S. aureus est mdiocre  cause du caractre 
commensal de cette bactrie. Il a cependant une bonne valeur prdictive ngative (Lenoir, 2007). 
 
L'aspiration naso-pharynge est ralise aprs une sance de kinsithrapie respiratoire. Elle 
est applicable  tous les ges mais elle est frquemment utilise chez le nourrisson (HAS, Janvier 
2009; SFP, 2002). 
 
 
" Bactries isoles 
 
 
Le Registre Franais de la Mucoviscidose (RFM) a tabli un graphique (Figure 9) permettant 
de corrler lÕge et la colonisation de cinq bactries considres comme importantes du point de vue 
clinique et retrouves dans les examens cytobactriologiques des crachats (ECBC).  









Initialement, ce sont des bactries dites "banales" telles que Haemophilus influenzae et 
Staphylococcus aureus qui colonisent et infectent les poumons (Quon et Aitken, 2012). Les S. aureus 
Ç variants  petites colonies È ont une localisation intra-cellulaire et sont responsables en partie du 
caractre prenne de S. aureus dans les voies ariennes bronchiques (SFP, 2002). La virulence de S. 
aureus est lie  sa capacit  adhrer  lÕpithlium respiratoire et  chapper aux dfenses de 
lÕorganisme (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). Le tableau clinique est celui dÕune infection 
chronique qui favorise, de quelques mois  plusieurs annes plus tard, l'infection  Pseudomonas 
aeruginosa en dmasquant des rcepteurs pithliaux qui permettent ainsi l'adhsion du germe 
(Mariani-Kurkdjian and Bingen, 2003). Cette colonisation est pratiquement inluctable puisque plus 
de 95% des patients en phase terminale sont coloniss par P. aeruginosa (Mariani-Kurkdjian et 
Bingen, 2003). Celle-ci constitue un tournant dans l'volution de la maladie respiratoire. Elle est en 
grande partie responsable de la dgradation pulmonaire et donc indirectement du pronostic. Les 
souches "mucodes" (microcolonies recouverte d'un biofilm ou "slime") refltent l'infection chronique 
 P. aeruginosa (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). Elles majorent la viscosit des scrtions 
bronchiques et ralisent un vritable cran  la phagocytose,  la rponse immunitaire et aux 
antibiotiques (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). P. aeruginosa affirme son caractre pathogne 
notamment par la production de toxines (exotoxines A et S) et de protases (lastases) susceptibles de 
provoquer directement des lsions tissulaires (Hubert, 2005).  
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Des pathognes Ç mergents È tels que Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter 
xylosoxidans et dÕautres pathognes mieux reconnus tels que le complexe Burkholderia cepacia et les 
mycobactries non tuberculeuses (MNT) sont galement retrouvs  une frquence variable (Quon et 
Aitken, 2012).  
 
Le RFM a mis en vidence lÕvolution de la colonisation bactrienne entre 2001 et 2010 en 
comparant la prsence des germes  ces deux poques (Figure 10). 
 
 
Figure 10 : Rpartition des bactries isoles d'ECBC en 1999 et 2009 en France (Bellis, 2012) 
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On remarque une baisse importante du nombre de souches de Streptocoques et de H. 
influenzae. Au contraire, on observe une hausse de lÕimplication de pathognes tels que S. maltophilia, 
A. xylosoxidans et des MNT, comme lÕa galement constat la Cystc Fibrosis Foundation amricaine 




Figure 11 : Evolution de la colonisation bactrienne chez les patients mucoviscidosiques aux 
Etats-Unis  (Quon et Aitken, 2012) 
 
 
La hausse de la prvalence des infections lies  ces bactries doit tre interprte avec 
prudence car elle peut correspondre  un changement des protocoles de dpistage et/ou  des 
techniques de dtection microbiologique plus performantes (techniques de biologie molculaire) 
(Quon et Aitken, 2012). 
 
Des tudes ralises chez des patients avec une infection chronique  S. maltophilia ont 
montr que lÕinfection nÕest pas responsable dÕune augmentation du dclin du VEMS (Waters, 2011) 
ou de la mortalit. Ceci a galement t dmontr pour les infections  A. xylosidans (De Baets, 2007). 
Toutefois, les infections  S. maltophilia sont associes  un risque 1,6 fois plus lev dÕexacerbations 
pulmonaires (De Baets, 2007).  
 
Une baisse de la prvalence du complexe B. cepacia est observe dans plusieurs pays : France 
(3,2 % en 1999 vs 2,1 % en 2009), Etats-Unis (3,6 % en 1995 vs 2,5 % en 2010), Canada (4,9 % en 
2003 vs 4,3 % en 2009) et Royaume-Uni (3,7% en 2007 vs 3,1 % en 2009) (Quon et Aitken, 2012). 
Ceci sÕexplique par lÕamlioration de la prvention de la transmission inter-humaine et par des 
techniques molculaires qui rduisent le risque dÕerreurs dÕidentification. Le complexe se compose de 
17 espces troitement apparentes mais B. multivorans et B. cenocepacia reprsentent 70-80% des 
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infections lies au complexe B. cepacia chez les patients atteints de mucoviscidose dans le monde 
(Quon et Aitken, 2012). Les symptmes lis  ces bactries sont trs htrognes. Le dclin de la 
fonction pulmonaire est plus rapide quand les patients sont infects par des souches non-mucodes par 






Lors dÕpisodes dÕexacerbations, lÕantibiothrapie doit tre prcoce et prescrite  doses 
leves. Le rythme, la dure, le choix des antibiotiques et des associations sont adapts en fonction des 
germes isols et de leur sensibilit aux antibiotiques, de lÕefficacit des traitements antrieurs et de la 
tolrance du patient aux produits utiliss (HAS, Novembre 2006). La voie dÕadministration de 
lÕantibiothrapie dpend du micro-organisme  traiter.  
Actuellement, des recommandations concernant la stratgie thrapeutique  adopter vis--vis 
des principales infections ont t donnes par la Socit Franaise de Pdiatrie (SFP) en 2002 (SFP, 
2002) et par la Haute Autorit de Sant (HAS) en 2006 (HAS, Novembre 2006).  
Vis  vis de H. influenzae et S. aureus, la monothrapie orale est en gnral suffisante mais la 
voie parentrale peut tre utilise dans les formes svres dÕexacerbation.  
LÕantibiothrapie contre P. aeruginosa ncessite dÕobtenir rapidement de fortes concentrations 
in situ. LÕantibiothrapie peut tre dans ce cas administre par voie orale, intraveineuse ou inhale 
(HAS, Novembre 2006). 
 
 
LÕamlioration de la prise en charge thrapeutique des patients atteints de mucoviscidose a 
permis de mieux contrler les pisodes dÕexacerbations. Le taux moyen du VEMS chez les jeunes de 
18 ans, marqueur de lÕtat de la fonction pulmonaire, a augment ces vingt dernires annes (63% en 
1990 vs 80 % en 2010) (Quon et Aitken, 2012). La fonction pulmonaire est meilleure quÕauparavant et 
donc favorise la survie des patients. Le nombre dÕadultes atteints rejoindra trs prochainement celui 
des enfants (Quon et Aitken, 2012). 
Cependant, d'autres pathognes mergent progressivement : les mycobactries non 
tuberculeuses et plus particulirement les mycobactries du complexe abscessus qui posent des 
problmes thrapeutiques car elles sont trs rsistantes aux antibiotiques. 
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Les mycobactries appartiennent  la famille des Mycobacteriaceae au sein de l'ordre des 
Actinomycetales. Celle-ci ne comprend quÕun seul genre, le genre Mycobacterium. 
 
Par leurs aspects cliniques et pidmiologiques, les infections dues  des mycobactries sont 
divises en trois grandes entits que sont : 
" la tuberculose dont les agents tiologiques sont principalement M. tuberculosis, M. bovis, 
M. africanum, M. canetti 
" la lpre (M. leprae) 
" les mycobactrioses provoques par les mycobactries non tuberculeuses, dont il existe 
actuellement plus de 150 espces (M. avium, M. abscessus, M. chelonae, M. 
intracellulare, M. xenopi, etc.).  
 
 Les MNT sont galement appeles mycobactries "atypiques" ou sous le terme anglo-saxon 
de MOTT (Mycobacteria Other Than Tuberculosis) (Saiman, 2004). Elles reprsentent un ensemble 
htrogne de micro-organismes mergents en pathologie humaine. 
 
 
1. Caractristiques des mycobactries 
 
 
Les mycobactries sont classes phylogntiquement parmi les bactries  Gram positif,   
haut GC% (contenu en guanine-cytosine) ; ce dernier tant compris entre 57 et 71%, pourcentage 
proche de celui des genres Nocardia, Rhodococcus et Corynebacterium (Freney, 2007). 
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Ce sont des bacilles droits ou lgrement incurvs de 1  10 !m de long et 0,2  0,6 !m de 
large (Figure 12), arobies stricts ou micro-arophiles, immobiles, non ramifis, non sporuls et 












Figure 12 : Visualisation de Mycobacterium avium au microscope lectronique  
(http://www.gefor.4t.com/concurso/micobacterias/avium2.jpg) 
 
L'enveloppe des mycobactries est constitue d'une membrane plasmique, d'une paroi et d'une 
capsule. 
 
Toutefois, les mycobactries se distinguent par une paroi particulire (Figure 13). Celle-ci est 
trs riche en lipides (60% des constituants), notamment en acides mycoliques qui confrent aux 
mycobactries une proprit tinctoriale essentielle : ce sont des Bacilles Acido-Alcoolo Rsistants 








Cette particularit de la paroi rend les mycobactries impermables aux colorants usuels et est 
utilise pour les mettre lors d'un examen microscopique. Toutes les mycobactries sont des BAAR, 
mais toutes les bactries acido-rsistantes ne sont pas des mycobactries. En effet, les Nocardia, 
quelques Actinomyctes et quelques corynbactries sont des bactries faiblement acido-rsistantes 
(Carbonelle, 2003). 
 
La paroi confre galement une rsistance naturelle aux dsinfectants classiques, pouvant tre 
 l'origine de contaminations transmises par l'utilisation d'endoscopes nettoys par ces produits. Elle 
rsiste aussi aux agents chimiques tels que les solutions acides ou alcalines et les dtergents 
antiseptiques. Cette proprit est mise  contribution avant la mise en culture des produits 
pathologiques pour liminer la majorit des bactries commensales sensibles  ces produits (Denis, 
2007). Les mycobactries restent cependant sensibles  la strilisation par autoclavage. 
 
 Les mycobactries ont tendance  s'agrger et adhrer aux surfaces grce  la nature 
hydrophobe de l'enveloppe cellulaire. Des dtergents comme le Tween 80 sont souvent ajouts au 
milieu de culture afin de rduire la formation d'agrgats et stimuler la croissance. 
  
 
2. MNT et classification de Runyon 
 
 
Actuellement, plus de 150 espces de MNT ont t dcrites (Euzby, 2007).  
 
Les MNT sont gnralement divises en deux groupes selon leur croissance sur un milieu 
solide : les mycobactries  croissance rapide dont les colonies sont visibles en moins de 7 jours et les 
mycobactries  croissance lente ncessitant entre 7 et 60 jours de croissance. La prsence dÕune seule 
copie du gne codant lÕARN ribosomique 16S ou de deux copies est corrle  la vitesse de croissance 
(Denis, 2007). 
 
En plus de ces diffrences phnotypiques, les espces mycobactriennes prsentent des 
exigences nutritives variables.  
Des activits enzymatiques sont retrouves pour certaines espces, servant de base aux tests 
d'identification biochimique tels que la mise en vidence d'une nitrate rductase, arylsulfatase, 
pyrazinamidase, urase.  
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La temprature de croissance est aussi un critre bactriologique pour classer les 
mycobactries. Elle varie de 30¡C (ex : M. abscessus)  42¡C (exemple : M. xenopi), voire jusqu' 
45¡C (Murray, 1995). 
 
La classification classique de Runyon (Tableau 1) reste trs utilise pour sparer les MNT en 
quatre groupes mme si elle ne rpond pas aux rgles de la gntique moderne (homologie ADN-
ADN). Cette classification est base sur la vitesse de croissance et sur la possibilit des colonies  
dvelopper ou non une pigmentation. Les groupes I, II et III appartiennent aux mycobactries  
croissance lente et le groupe IV, aux mycobactries  croissance rapide. Parmi les espces 
mycobactriennes, certaines produisent des pigments ou carotnodes, leur confrant une pigmentation 
jaune ou orange, alors que d'autres n'en produisent pas. De plus, certaines espces produisent ces 
pigments uniquement en rponse  la lumire, elles sont dites photochromognes. Si la pigmentation 




Parmi les trs nombreuses espces de MNT, 20 espces ont actuellement un rle reconnu en 
pathologie humaine (Denis, 2007) : 
 
" MNT  croissance lente : M. avium complex, M. kansasii, M. genavense, M. 
haemophilum, M. malmoense, M. marinum, M. nonchromogenicum, M. scrofulaceum, M. 
simiae, M. szulga, M. terrae complex, M. ulcerans et M. xenopi ; 
 
" MNT  croissance rapide : M. fortuitum, M. smegmatis, M. immunogenicum, M. 
chelonae et les mycobactries du complexe abscessus. 
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Regroupe les mycobactries non pigmentes  










Regroupe les mycobactries pigmentes  la 













Regroupe les mycobactries non pigmentes  la 

















Regroupe les mycobactries ayant un dlai de 
croissance infrieur  7 jours. Elles poussent 






Ex : M. abscessus, M. chelonae 
 
Tableau 1 : Classification de Runyon (Lerat, 2011) 
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Contrairement  M. tuberculosis pour lequel lÕhomme est le seul rservoir, lÕventail des 
niches cologiques des MNT est vari (Denis, 2007). 
 
Les MNT  croissance rapide sont isoles du sol, de lÕeau et,  une moindre frquence, des 
vgtaux et des sphaignes. Les MNT  croissance lente potentiellement pathognes sont galement 
prsentes dans le sol, lÕeau douce ou de mer, sur les poussires et, moins frquemment, sur les 
vgtaux.  
Certaines mycobactries sont galement pathognes chez une ou plusieurs espces animales 
domestiques (M. avium ssp. avium chez les oiseaux ou les rongeurs) (Denis, 2007). 
 
Les MNT et les lgionelles sont prsentes dans les mmes systmes de distribution dÕeau et 
interagissent avec les protozoaires (amibes) et les biofilms (CNR, 2008). Les MNT peuvent tre 
prsentes dans le rseau d'eau hospitalire mais aussi dans le rseau urbain. La dtection de taux 
important de M. avium dans de nombreux biofilms de douche est une source potentielle dÕinfection 
chez lÕhomme (Feazel, 2009). La temprature de lÕeau est galement importante car il a t dmontr 
que les chauffe-eau dont la temprature est infrieure  50¡C sont plus susceptibles dÕabriter des MNT 




La colonisation et l'infection par les MNT se produit par arosolisation, par ingestion ou par 
contamination par lÕeau ou le sol d'une plaie cutane.  
 
Une rcente tude publie par Falkinham (Falkinham, 2011) a montr quÕune souche isole de 
crachats dÕun patient a t retrouve dans lÕeau de la douche  son domicile. LÕinfection pulmonaire a 
pu tre acquise par inhalation dÕarosol pendant la douche. Pour un autre patient, la souche 
correspondait  celle retrouve dans lÕeau dÕun robinet. LÕingestion dÕeau contamine est donc 
certainement une autre source de contamination. Certains groupes ethniques du Canada et dÕAsie qui 
consomment lÕeau uniquement aprs lÕavoir fait bouillir sont moins frquemment coloniss  M. 
avium que ceux qui ne le font pas (Hernandez-Garduno et Elwood, 2012). 
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Des infections nosocomiales  MNT sont dcrites, lies  des injections, des actes 
chirurgicaux, des dispositifs intra-vasculaires ou des dispositifs mdicaux contamins tels que les 
bronchoscopes.  
 
De nombreuses tudes de typage de souches de MNT provenant de patients infects ont 
montr lÕabsence dÕune transmission croise entre patients (Bange, 2001; Sermet-Gaudelus, 2003). 
 
c. Prvalence des infections  MNT dans la mucoviscidose 
 
 
Jusque dans les annes 1990, les infections  MNT au cours de la mucoviscidose semblaient 
rares et nÕtaient lÕobjet que de cas cliniques rapports dans la littrature. Mais, elles sont en nette 
augmentation depuis quelques annes (Hubert, 2005; Le Bourgeois, 2005). Cette rcente mergence 
des infections  MNT dans la mucoviscidose sÕexplique par lÕamlioration des techniques 
bactriologiques dÕisolement et dÕidentification ; ceci a permis de mieux valuer leur relle 
prvalence. 
 
D'aprs un ensemble dÕtudes de prvalence multicentriques, la prvalence globale des MNT 
chez les patients mucoviscidosiques est dÕenviron 10 %. Elle varie suivant le pays et lÕge (Quon et 
Aitken, 2012).  
 
Afin de mieux connatre la prvalence et la pathognicit des MNT dans la mucoviscidose, un 
observatoire des mycobactries atypiques a t cr en France, en 2003, sous lÕgide de lÕassociation 
"Vaincre La Mucoviscidose".  
 
Le tableau 2 recense les principales tudes de prvalence des infections  MNT menes chez 

















Classe dÕge des 
patients (ge 







Kilby et al. 
1992 (Kilby, 1992) 
USA 
1981-1990 
87 De 18  64 ans 19,5% 
MAC : 11 
MAC et M. chelonae : 2 
M. chelonae : 3 
M. fortuitum : 1 
 
Aitken et al 




64 De 17  50 ans 12,5% 
MAC : 7 
M. fortuitum : 1 
 
Hjelt et al. 




185 De 2,2  38,5 ans 3,8% 
M. abscessus : 5 
M. intracellulare : 2 
 







enfants de 1  18 
ans 
(9,7 +/- 5,3 ans) 
6,6% 
M. xenopi : 3 
M. chelonae : 2 
M. chelonae et M. abscessus : 1 
M. fortuitum : 1 
MAC : 0 
Segal et al. 
1998 (Segal, 1998) 
 
Brsil 40 De 4 mois  25 ans 15% MAC : 6 
 
Torrens et al. 




372 De 9  25 ans 3,8% 
M. fortuitum : 5 
MAC : 4 
M. chelonae : 3 
M. malmoense : 1 
M. kansasii : 1 
 
Bange et al. 




214 De 21  35 ans 7% 
M. abscessus : 4 
M. intracellulare : 4 
M. avium : 2 
M. avium et M. abscessus : 1 
M. avium et M. simiae : 1 
M. simiae : 1 
M. interjectum : 1 
M. gordonae : 1 
MAC : Mycobacterium avium complex 
 









Classe dÕge des 
patients (ge 















De 2 mois  32 ans 
(ge moyen : 11,3 
ans) 
9,8% 
M. abscessus : 12 
M. abscessus et M. gordonae : 3 
M. gordonae : 4 
MAC : 6 
M. fortuitum : 1 
M. kansasii : 1 
Autres : 2 
 
Olivier et al. 





A partir de 10 ans 
(23 +/- 9 ans) 
13% 
MAC : 85 
M. abscessus : 18 
MAC et M. abscessus : 5 
M. avium et M. intracellulare : 4 
M. gordonae : 5 
MAC et M. gordonae : 3 
M. kansasii : 2 
M. lentiflavum : 2 
M. peregrinum : 2 
M. malmoense : 1 







De 1  24 ans 
(12 +/- 6,1 ans) 
8,1% 
M. abscessus : 12 
M. abscessus  et M. gordonae : 1 
MAC : 6 
MAC et M. kansasii : 1 
M. gordonae : 5 
M. kansasii : 1 
M. chelonae : 1 
M. lentiflavum : 1 
M. scrofulaceum : 1 
M. szulga : 1 
M. xenopi : 1 
MAC : Mycobacterium avium complex 
 











Classe dÕge des 
patients (ge 






Constantini et al. 
2005 
Italie 376 Enfants et adultes 2,6% ND 
Giron et al. 





(25,3 +/- 6,7 ans) 
25% 
M. abscessus : 3 
MAC : 2 
M. simiae : 1 
Autre : 1 
 






Enfants de moins 
de 12 ans 
4% 
MAC : 7 
M. abscessus : 6 
MAC et M. abscessus : 2 
MAC et autre : 1 
M. gordonae : 1 
 
Jnsson et al. 




140 Enfants et adultes 10% 
M. abscessus : 8 
MAC : 4 
MAC et M. abscessus : 1 
M. lentiflavum : 1 
 






A partir de 5ans 
(20,51 +/- 10,4 ans) 
22,6 % 
M. simiae : 15 
M. abscessus : 12 
MAC : 6 
M. fortuitum et M. simiae : 2 
M. fortuitum et M. abscessus : 1 
M. fortuitum : 1 
Autres : 5 
 






98 De 6  18 ans 6,1% 
MAC : 4 
M. abscessus : 2 
 
Roux et al. 





De 4 mois  82 ans 
(ge moyen : 18,9 
ans) 
6,6% 
- Complexe abscessus : 50 
 (dont 30 M. abscessus, 9. M 
bolletii, 11 M. massiliense) 
- MAC : 23 
 (dont 15 M. avium et 8 M. 
intracellulare) 
- Autres : 34 
MAC : Mycobacterium avium complex 
 
Tableau 2 : Caractristiques des infections  MNT dans la mucoviscidose (Jordan, 2007)(3/3) 
 
 35 
Les rsultats de ces principales tudes de prvalence concernant les MNT dans la 
mucoviscidose montrent de grandes disparits. Tout dÕabord, auparavant il y avait une sous 
dclaration des cas dans les registres nationaux de la mucoviscidose. AujourdÕhui, la surveillance sÕest 
intensifie et les mthodes de dtection se sont amliores. Les tudes anciennes nÕutilisaient pas les 
techniques dÕidentification actuellement recommandes, dÕo une sous-estimation de certaines espces 
et notamment de M. abscessus. Un autre paramtre majeur concerne lÕge des populations tudies. 
 
De nombreuses espces de MNT ont t identifies dans ces tudes mais les deux plus 
frquentes sont les mycobactries du complexe avium-intracellulare (MAC) et les mycobactries du 
complexe abscessus (dnomm MABSC par la suite). 
 
Une tude transversale sur la prvalence des infections  MNT a t ralise aux Etats-Unis 
chez environ 1000 patients mucoviscidosiques gs de 10  21 ans. Parmi les MNT retrouves, il y 
avait 72% de MAC et 16% de MABSC (Olivier, 2003b). En France, la plus grande tude de 
prvalence sur plus de 1500 patients gs de 4 mois  82 ans, a montr que c'tait MABSC (48%) qui 
tait prpondrante par apport aux MAC (22%) (Roux, 2010). 
 
Une tude ralise dans trois centres parisiens (Pierre-Audigier, 2005) a montr que la 
prvalence de MNT tait plus faible chez les patients ags de moins de 15 ans mais quÕils taient plus 
susceptibles d'tre coloniss par M. abscessus et de rpondre aux critres microbiologiques de 
dfinition des infections  MNT par lÕAmerican Thoracic Society (ATS) (Esther, 2005; Pierre-
Audigier, 2005; Sermet-Gaudelus, 2003). Toutefois,  MABSC  peut tre isol  tous les ges tandis 
que MAC nÕest pas retrouv chez les patients de moins de 15 ans. LÕhypothse suggre par Griffith 
(Griffith, 2003) est que lÕexistence de lsions pulmonaires ne serait pas ncessaire  lÕtablissement de 
M. abscessus dans les poumons contrairement aux MAC, ce qui expliquerait la grande capacit de M. 
abscessus  infecter les jeunes enfants. 
 
 MABSC semble provoquer plus dÕinfections chroniques tandis que MAC est plus susceptible 
dÕengendrer des infections intermittentes ou transitoires (Quon et Aitken, 2012). 
 
 LÕimpact clinique des infections  MNT est variable, pouvant aller du simple portage 
asymptomatique jusquÕ une dtrioration rapide de lÕtat du patient provoquant son dcs. Cela 
dpend de lÕespce en cause, de la chronicit de lÕinfection et des facteurs lis  lÕhte tels que son 
statut immunitaire (Quon et Aitken, 2012). 
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d. Facteurs prdisposants aux infections  MNT 
 
Les facteurs prdisposant aux infections  MNT sont multiples. 
 
Les patients prsentant des anomalies gntiques affectant lÕimmunit inne et adaptative ont 
une sensibilit accrue  ces infections. Le fonctionnement optimal des lymphocytes T CD4+ et des 
macrophages est extrmement important pour la dfense contre les mycobactries. Ainsi, les 
personnes atteintes par le virus de lÕimmunodficience humaine (VIH) sont des personnes  risque de 
dvelopper une infection  MNT (Doffinger, 2006). 
 
Les malades atteints de mucoviscidose constituent un groupe  risque dÕinfection  MNT. Les 
raisons ne sont pas claires, hormis les facteurs dus  la maladie elle-mme, en particulier respiratoires, 
tels que la bronchectasie et la diminution de la clairance mucociliaire, prdisposant aux infections 
pulmonaires, y compris aux MNT. Gnralement, lÕinfection est lentement progressive, mais elle peut 




4. Critres d'infection pulmonaire 
 
 
L'isolement d'une MNT en culture est essentiel mais n'est pas synonyme d'infection. Le 
principal problme est donc de distinguer une colonisation dÕune infection pulmonaire  MNT, en vue 
dÕinstaurer ou non un traitement.  
 
Concernant le diagnostic de mycobactrioses respiratoires, des critres prcis ont donc t 
fournis par lÕATS. Les dernires recommandations datent de 2007 (Griffith, 2007).  
 
Les critres dÕinfection  MNT sont de trois ordres : cliniques, radiologiques et 
bactriologiques et ont t tablis pour Mycobacterium avium-intracellulare, M. abscessus et M. 
kansasii. Il y a encore trop peu dÕtudes sur les autres MNT pour tre certains que ces critres 





Le diagnostic dÕinfection pulmonaire  MNT est donc port sur : 
 
- les deux critres clinico-radiologiques suivants : 
 
" symptmes pulmonaires associs  des opacits nodulaires ou cavitaires sur la 
radiographie thoracique ou associs  une bronchectasie multifocale avec de multiples 
petits nodules lors dÕun scanner haute rsolution 
 
" exclusion de tout autre diagnostic 
 
- et sur lÔun des critres microbiologiques suivants : 
 
" au moins deux expectorations avec une culture positive 
 
" un lavage bronchique alvolaire (LBA) avec une culture positive 
 
" une biopsie pulmonaire ou transbronchiale prsentant des granulomes 
tuberculodes  lÕexamen anatomopathologique. Elle doit tre associe  
une culture positive de la biopsie, dÕune expectoration ou dÕun LBA. 
 
 
En 1997, les critres d'infections de l'ATS taient plus exigeants. Pour confirmer une infection 
 mycobactries, il fallait trois cultures positives  partir d'expectorations ou de lavages bronchiques 
ou seulement deux si l'examen direct tait positif (Griffith, 1997). 
 
Actuellement, lÕATS recommande galement de consulter des experts lorsque ces MNT sont 
rarement isoles ou lorsquÕelles sont connues comme agents contaminants de prlvements et non 
comme pathognes opportunistes. Les patients pour lesquels une infection pulmonaire  MNT est 
suspecte, mais non prouve par ces critres diagnostiques, doivent tre suivis jusquÕ ce que le 
diagnostic soit tabli ou exclu. Si, malgr tout, le diagnostic ne peut pas tre pos sur la base de ces 
critres, un traitement antimycobactrien doit tre envisag (Griffith, 2007). 
 
La frquence de prlvements faussement ngatifs en dbut dÕinfection est leve, sans doute 
 cause dÕune action partiellement bactricide de la dcontamination des prlvements sur les 
mycobactries (Griffith, 2007). 
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Concernant les patients atteints de mucoviscidose, les critres diagnostiques d'infection  
MNT cits ci-dessus s'appliquent de la mme manire mais ils peuvent tre plus difficiles  appliquer 
en raison de la maladie sous-jacente et des infections concomitantes (Griffith, 2007). 
 
 
5. Diagnostic biologique 
 
La probabilit de mettre en vidence des mycobactries dpend de la qualit et de la rptition 
des prlvements (Carbonelle, 2003). 
Le diagnostic biologique dÕinfection/colonisation  MNT ncessite plusieurs tapes : un 
examen direct, une mise en culture puis lÕidentification des colonies isoles. Il nÕexiste pas de 
dtection molculaire par PCR, utilisable  partir du prlvement. 
 
a. Examen direct 
 
LÕexamen microscopique dÕun produit pathologique est la premire tape du diagnostic 
microbiologique. Il est effectu sur le culot du prlvement homognis et centrifug aprs un 
traitement fluidifiant et dcontaminant (Carbonelle, 2003). 
Pour mettre en vidence les mycobactries, on utilise leur proprit dÕacido-alcoolo-rsistance, 
cÕest  dire leur capacit  former des complexes stables avec des colorants basiques, fuschine ou 
fluorochromes phniqus, qui persistent malgr la double action de lÕalcool et des acides forts dilus. 
Deux mthodes bien adaptes  la pratique quotidienne sont utilises : la coloration de Ziehl-Neelsen 
et la coloration  lÕauramine (Carbonelle, 2003). 
 
 
o Coloration de Ziehl Neelsen 
 
 
CÕest la mthode de rfrence. Elle utilise la fuschine phnique comme colorant, le phnol 
permettant une meilleure fixation de celle-ci  chaud. La dcoloration est ralise  lÕaide dÕacide 
sulfurique et dÕthanol  90¡. Le bleu de mthylne est employ comme contre-colorant (Carbonelle, 
2003). LÕobservation se fait au microscope  transmission optique  lÕobjectif x100 (grossissement 
final X1000) sous immersion avec de lÕhuile minrale. Les BAAR conservent la coloration rouge vif 
de la fuschine alors que les autres bactries ou cellules apparaissent en bleu (Figure 14).  
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Au moins 100 champs sont regards, ce qui requiert environ 15 minutes avant de dclarer une 
lame ngative. CÕest une mthode simple, reproductible, qui ne ncessite pas dÕquipements 
sophistiqus mais longue.  
 
 
o Coloration  lÕauramine 
 
Cette technique utilise de lÕauramine  froid. Le contre-colorant est le rouge-thiazine. La 
lecture des lames ncessite lÕutilisation dÕun microscope  fluorescence. Cette mthode permet un gain 
de temps puisque les bacilles, jaune brillant sur fond rouge sombre de la prparation (Figure 15), sont 
facilement vus au grossissement x400. Le champ microscopique balay est alors 5 fois plus grand quÕ 
lÕimmersion. Tout le frottis est regard avant de le dclarer ngatif. En cas de positivit de lÕexamen 
direct par cette technique, celui-ci doit tre confirm par la coloration de Ziehl-Neelsen. 
 
Figure 15 : BAAR aprs coloration  lÕauramine 
http://www.lung.ca/tb/tbtoday/tbdiagnosis/further_test.html 
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En cas de positivit, lÕexamen microscopique a une spcificit proche de 100%. A contrario, la 
sensibilit est faible : le seuil de dtection est de 104 BAAR/ml (Carbonelle, 2003). Ce seuil, valable 
pour M. tuberculosis, est encore plus faible pour les MNT.  
 




Avant la mise en culture, les prlvements doivent subir une tape de fluidification-
dcontamination du fait de leur caractre polymicrobien. La fluidification permet la libration des 
bactries contenues dans le mucus, le pus et les cellules. La dcontamination a pour but dÕliminer la 
flore commensale et notamment les bacilles  gram ngatif non fermentaires qui sont trs 
frquemment prsents chez les patients mucoviscidosiques. Ces germes envahiraient les milieux de 
culture avant la dtection des mycobactries qui croissent plus lentement. Toutefois, bien que plus 
rsistantes aux antiseptiques que les autres bactries, les mycobactries nÕy sont pas compltement 
insensibles et la dcontamination doit tre effectue en respectant scrupuleusement la concentration de 
lÕantiseptique et le temps de contact avec le prlvement.  
Plusieurs mthodes de fluidification Ð dcontamination des prlvements existent. Celle 
recommande par l'ATS consiste en une double dcontamination  base dÕacide et de soude (Griffith, 
2007). 
La culture est actuellement la technique la plus sensible pour la mise en vidence des 
mycobactries. Elle ncessite des milieux spcifiques et complexes en raison dÕune croissance lente et 




o Milieu solide 
 
 
L'ensemencement en milieu solide se fait sur un milieu de Lwenstein-Jensen. CÕest un milieu 
 base de sels minraux, dÕasparagine, de fcule de pomme de terre, de glycrine, de vert malachite 
(colorant qui inhibe la croissance dÕventuels contaminants) et dÕÏufs qui pallient aux effets nocifs de 
la dcontamination et apportent des vitamines (Figure 16) (Carbonelle, 2003).  
On peut galement ensemencer les prlvements sur milieu de Coletsos, notamment pour les 
mycobactries de croissance difficile. Ce milieu enrichi contient dÕavantage dÕÏuf, du pyruvate de 
sodium, de la cendre dÕanthracite et une solution dÕoligo-lments (Carbonelle, 2003). 
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Les tubes sont incubs dans une tuve  37¡C et une tuve  30¡C sur des portoirs spciaux, en 
position incline. Les tubes ne sont ferms quÕaprs vaporation du liquide, le milieu devant tre sec 
mais non dessch pour que les mycobactries puissent sÕy dvelopper. Les milieux doivent tre 
incubs 8 semaines au moins et jusquÕ 12 semaines (Carbonelle, 2003). 
 CÕest un milieu sensible et dÕun prix de revient modr. Toutefois, la lecture des tubes est 
exclusivement manuelle. La surveillance est journalire la premire semaine dÕincubation, permettant 
dÕliminer rapidement les tubes contamins et de dtecter les MNT  croissance rapide. Ensuite, la 
lecture se fait une fois par semaine. 
 En cas de cultures positives, le nombre de colonies isoles est relev permettant de suivre 
lÕefficacit dÕun ventuel traitement. 
 
 
o Milieu liquide 
 
 
LÕensemencement en milieu liquide peut se faire  l'aide de diffrents milieux. Le plus utilis 
est le milieu MGIT¨ (Mycobacteria Growth Indicator Tube, BD). Ce milieu doit tre additionn dÕun 
mlange de facteurs de croissance : OADC¨ (O : acide olique, A : albumine bovine, D : dextrose, C : 
catalase) ; il est rendu slectif par un mlange d'antibiotiques : PANTA¨ (P : polymyxine B, A : 
amphotricine B, N : acide nalidixique, T : trimthoprime, A : azlocilline) afin d'empcher la 
croissance de la flore pulmonaire bactrienne et fongique. 
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Ce milieu liquide est un milieu Middlebrook 7H9 modifi contenant un compos fluorescent, 
le sel de ruthnium, incorpor  la pastille de silicone au fond du tube. Cette substance met une 
fluorescence d'autant plus vive que la pression partielle en oxygne diminue dans le milieu. 
Initialement, la grande quantit dÕoxygne dissous inhibe les missions du compos. Les micro-
organismes, en se multipliant et en respirant, consomment lÕoxygne du milieu et permettent 
lÕobservation de la fluorescence (Figure 17), grce  un transilluminateur UV, dont l'intensit est 











Figure 17 : Milieu  MGIT
¨
.  




L'incubation des tubes MGIT se fait  37¡C pendant 42 jours. La croissance peut tre rvle 
de faon manuelle en plaant le tube sous une lumire ultraviolette ou grce  lÕutilisation dÕun 
automate tel que le MGIT 960¨ Becton Dickinson¨ (Figure 18) dont la lecture se fait automatiquement 
















Cette technique permet une dtection de croissance en temps rel et a montr sa supriorit par 
rapport  des cultures en milieu solide, notamment en rduisant le dlai de culture (Carbonelle, 2003). 
Toutefois, le milieu liquide ne permet ni lÕobservation de colonies ni leur dnombrement qui est 
parfois prjudiciable  lÕtablissement du diagnostic, au suivi de lÕefficacit dÕun traitement et  la 
dtection de cultures mixtes de mycobactries.  
Les deux types de milieux, liquides et solides, sont  donc complmentaires et la sensibilit du 




Le premier stade de lÕidentification a pour but de diffrencier les mycobactries du complexe 
tuberculosis des autres mycobactries. LÕidentification des MNT est en pleine volution. Elle repose 
sur les tests phnotypiques (culturaux et biochimiques) mais qui sont de plus en plus remplacs par les 
tests gnotypiques.  
 
 
o Tests phnotypiques 
 
 
Les preuves dÕorientation reposent principalement sur lÕtude de la morphologie des bacilles 
 la coloration de Ziehl-Neelsen et lÕtude des caractres culturaux des colonies sur milieux solides 
selon la classification de Runyon (vitesse de croissance et pigmentation de la souche).  
 
Cependant, les tests biochimiques et enzymatiques sont insuffisants notamment pour 
diffrencier les mycobactries  croissance rapide entre elles (Tableau 3). Elles produisent toutes de 











 M. fortuitum M. peregrinum M. chelonae M. abscessus M. mucogenicum 
Pigment - - - - - 
Nitrate rductase + + - - -/+ 
Citrate de fer 
ammoniacal 
+ + - - - 
NaCl  5% + + - + - 
Arylsulfatase + + + + + 
Croissance sur :      
    Citrate de Na - - + - + 
    Mannitol - + - - + 
    Inositol - - - - + 
    Sorbitol - - - - - 
 
Tableau 3 : Caractres culturaux et biochimiques distinctifs des souches de mycobactries  
croissance rapide (Denis, 2007)  
 
Ces tests sont souvent longs, de lecture difficile et les diffrences entre espces sont parfois 
faibles. Actuellement, ces mthodes sont donc avantageusement remplaces par des techniques de 
biologie molculaire (Carbonelle, 2003). 
 
 
o Tests gnotypiques (Denis, 2007; Maugein, 2007) 
 
Plusieurs techniques sont actuellement disponibles pour liminer une mycobactrie du 
complexe tuberculosis : 
 
" Technique dÕhybridation en milieu liquide : une sonde monospcifique (Mycobacterium 
tuberculosis complex, Accuprobe¨) dÕADN complmentaire dÕARNr 16S marque par un 
ester dÕacridinium est mise en prsence dÕun lysat de culture prpar  partir de milieux 
liquides ou solides. Aprs hybridation avec lÕARN ribosomal et limination des fragments de 
sondes non hybrids, la sonde hybride est dtecte par chimioluminescence  lÕaide dÕun 
luminomtre. Cette sonde prsente une trs bonne sensibilit (100%) et spcificit (proche de 
100%). Cette sonde permet dÕtablir rapidement que la souche isole appartient ou pas au 
complexe tuberculosis.  
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" Technique immunochromatographique : dtection de la protine immunognique MPT64 
spcifique des mycobactries du complexe tuberculosis, grce  des anticorps monoclonaux 
de souris anti-MPT64. 
 
" PCR spcifiques : dtection par amplification gnique dÕun gne spcifique des mycobactries 




La seconde tape consiste  identifier la MNT. Il existe l encore diffrentes mthodes classes 
en trois groupes selon leur spectre dÕidentification : les sondes monospcifiques, les systmes aprs 
amplification et hybridation sur un support solide, les systmes bass sur une amplification puis un 
squenage ou une restriction enzymatique. Certaines de ces techniques sont commercialises, 
dÕautres sont rserves  des laboratoires spcialiss. Elles peuvent tre ralises  partir de culture 
liquide ou solide. 
 
" les sondes monospcifiques (GenProbe¨, Biomrieux) : il sÕagit dÕune technique 
dÕhybridation directe ralise  lÕaide de sondes ADN complmentaires de cibles dÕARNr 16S. 
Les sondes disponibles permettent lÕidentification de M. avium, M. intracellulare, M. kansasii 
et M. gordonae. Cette technique a lÕavantage dÕtre rapide (2 heures), dÕun faible cot et de 
ncessiter un appareillage simple. La spcificit est bonne, comprise entre 93,4 % et 100 % 
selon les auteurs mais le nombre dÕespces identifies est limit. 
 
" les systmes de dtection aprs amplification et hybridation sur support solide : ils sont 
capables dÕidentifier, selon les kits disponibles, entre 10 et 28 espces mycobactriennes 
(INNO-LiPA Mycobacteria¨, Innogenetics ; GenoType¨ Mycobacterium, Biocentric). Seul le 
kit Genotype¨ Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) permet lÕidentification des 
mycobactries du complexe abscessus (Figure 19).  
Aprs amplification par PCR de la rgion intergnique 16S-23S ARNr et marquage des 
amplicons  la biotine, ces amplicons sont hybrids  des sondes spcifiques places en 
parallle sur une bandelette de nitrocellulose. La rvlation des amplicons se fait par lÕaddition 
de streptavidine phosphatase alcaline qui colore en violet les zones de fixation. Ce sont des 
mthodes trs sensibles, permettant dÕidentifier un grand nombre de MNT mais qui ncessitent 





Figure 19 : Identification de mycobactries par GenoType¨ Mycobacterium (Carbonelle, 2003) 
 
 
" les systmes de dtection universelle fonds sur lÕamplification puis la restriction enzymatique 
du gne hsp65 (mthode PRA : PCR Restriction Enzyme Analysis) (Telenti, 1993) : il sÕagit 
dÕune mthode base sur le polymorphisme de restriction du gne hsp65. Ce gne code une 
protine de choc thermique universelle de 65kD. Le gne hsp65 est un gne bien conserv au 
cours de lÕvolution qui contient des squences communes au genre Mycobacterium mais 
aussi des squences spcifiques dÕespce. LÕutilisation dÕamorces spcifiques du genre 
Mycobacterium permet lÕamplification de 439 paires de bases. Les amplicons obtenus sont 
soumis  une double digestion enzymatique, dÕabord par BstEII puis par HaeIII. Des 
fragments de taille varie sont obtenus  partir de diffrentes espces. La taille des fragments 
est dtermine aprs sparation par lectrophorse en gel dÕagarose. La prise en compte de la 
taille des fragments obtenus aprs digestion avec BstEII puis de la taille de bandes obtenues 
aprs restriction par HaeIII permet dÕidentifier une cinquantaine dÕespces de mycobactries 










" les systmes de dtection universelle fonds sur le squenage : le squenage du gne hsp65 
constitue une alternative  la mthode de PCR-restriction et est ralis avec les mmes 
amorces. Le squenage de lÕARNr 16S permet dÕidentifier la majorit des souches dÕintrt 
mdical aprs comparaison de la squence obtenue  des banques de donnes disponibles sur 
internet. Les positions 590-609 et 182-202 sont respectivement spcifiques de genre et 
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dÕespce (Denis, 2007). Le squenage dÕautres gnes (rpoB, secA, sodA, recA) est possible, 
mais les banques de donnes concernant ces cibles sont incompltes (Carbonelle, 2003). 
 
 
o Spectromtrie de masse 
 
Dernirement, des tudes ont montr que la spectromtrie de masse (MALDI-TOF : Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionisation-Time of Flight) pouvait tre utilise en microbiologie clinique 
pour lÕidentification des mycobactries  partir dÕun milieu de culture solide (El Khechine, 2011; 
Saleeb, 2011).  
La spectromtrie de masse permet l'tude du dplacement d'entits ioniques dans des champs 
lectromagntiques et peut permettre l'identification des micro-organismes grce  l'analyse de leurs 
protines ribosomales et membranaires, empreintes digitales de la bactrie. Les ions gnrs  partir 
des protines d'une colonie finement tale sur la cible en acier, sont spars en fonction de leur temps 
de vol (TOF). Pour chaque groupe d'ions de mme rapport m/z (masse/charge ionique), un signal est 
enregistr au niveau du dtecteur sous la forme d'une fonction temps/intensit, l'ensemble des pics 












Figure 21 : Spectre de masse de 3 mycobactries (Saleeb, 2011) 
A : M. abscessus  ; B : M. kansasii  ; C : M. tuberculosis 
 
Les spectres gnrs  partir de bactries entires sont ensuite compars aux spectres de 
rfrence prsents dans la base de donnes d'un systme expert. Cette technique permet une 
identification rapide, prcise et fiable des bactries. La spectromtrie de masse est peu coteuse en 
consommables mais son cot  lÕinvestissement et les contrats de maintenance sont levs 
comparativement aux autres automates de laboratoire. LÕidentification des bactries dpend de la 
richesse de la base de donnes. 
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B. Mycobactries du complexe abscessus 
 
 
1. Historique et taxonomie 
 
 
La souche type de M. abscessus a t dcrite par Moore et Frerichs en 1953  la suite d'un cas 
d'infection du genou avec des lsions d'abcs profonds sous-cutans (Moore et Frerichs, 1953). 
D'autres isolats ont t dnomms M. runyonii avant d'tre reconnus synonymes de M. abscessus.  
 
M. abscessus a galement t considr pendant de nombreuses annes comme une sous-
espce de M. chelonae, une mycobactrie  croissance rapide infectant les amphibiens et les poissons 
et responsable d'infections cutanes chez l'homme. 
 
Ces deux organismes n'ont pas t distingus l'un de l'autre pendant de nombreuses annes et 
ont mme t regroups avec M. fortuitum sous l'appellation de "complexe M. fortuitum" jusqu'en 
1967 (Takeya, 1967). Une tude publie en 1972 a permis de sparer M. chelonae de M. fortuitum et a 
abouti  la dfinition de deux sous-espces : M. chelonae subsp. chelonae et M. chelonae subsp. 
abscessus sur la base de critres d'identification phnotypiques (Kubica, 1972). 
 
Avec le dveloppement des techniques d'hybridation ADN-ADN et des dfinitions strictes de 
spciation (un taux dÕhybridation ADN-ADN entre deux souches infrieur  70% dfinit 2 espces 
diffrentes), il a t possible d'lever M. chelonae subsp. chelonae et M. chelonae subsp. abscessus au 
rang d'espce en 1992 (Kusunoki et Ezaki, 1992) sous le nom de M. chelonae et M. abscessus. 
 
Cependant, ds 1999, le squenage du gne hsp65 (Ringuet, 1999) a permis de mettre en 
vidence une htrognit au sein de l'espce M. abscessus du fait de la description de variants 
gnomiques diffrant de 5  6 pb par rapport  la squence hsp65 de la souche type. Cette 
htrognit a t confirme par le squenage du gne codant pour la sous-unit bta de l'ARN 
polymrase (rpoB) ; ce qui a conduit  proposer lÕappellation Ç complexe abscessus È et la division de 
lÕespce M. abscessus sensu lato en trois espces : M. abscessus sensu stricto, M. massiliense 
(Adekambi, 2004) et M. bolletii (Adekambi, 2006).  
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Toutefois, des tudes phylogntiques ont montr rcemment que la diffrenciation des trois 
espces nÕest pas simple. Il y a eu un transfert horizontal de squences ribosomales rpoB entre les 3 
espces, ne permettant pas de les diffrencier par un simple squenage du gne rpoB. De plus, des 
approches de squenage multilocus (rpoB, hsp65, sodA) ne permettent pas clairement de les 
distinguer (Macheras, 2011). En 2011, Leo et al. recommande la cration de deux sous-espces, 
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii, comprenant M. massiliense et M. bolletii, et M. abscessus 
subsp. abscessus, remplaant M. abscessus sensu stricto (Leao, 2011). 
 
Cependant, dÕautres tudes tendent  diffrencier ces espces ou sous-espces par leur 
phnotype et leur gnotype de rsistance aux antibiotiques. Par exemple, une sensibilit  la 
clarithromycine est observe chez M. massiliense tandis que les souches de M. abscessus sensu stricto 
et M. bolletii possdent un gne de rsistance inductible  la clarithromycine, le gne erm(41) 
(Bastian, 2011). 
 
La distinction des diffrentes sous-espces de M. abscessus sensu lato est donc trs complexe. 
Il est donc probable que le complexe abscessus soit encore remani dans les annes qui viennent. 
 





L'importance clinique de MABSC a conduit au squenage du gnome de M. abscessus sensu 
stricto par une quipe franaise en 2009 (Ripoll et al., 2009). Depuis, plusieurs souches du complexe 
ont t squences (Chan, 2012; Choi, 2012; Choo, 2012a; Choo, 2012b). 
 
Les diffrentes souches possdent un chromosome circulaire dÕenviron 5 000 000 pb (Figure 
22). Cette taille est proche de la taille du gnome de M. tuberculosis (4,4 Mb), et infrieure  celle du 
gnome de M. smegmatis (6,9 Mb), une mycobactrie  croissance rapide non pathogne dont 








A : Chromosome ; B : Plasmide de rsistance au mercure 
 
Figure 22 : Gnome de M. abscessus sensu stricto CIP 104536T (Ripoll, 2009) 
 
 
La teneur moyenne en GC du gnome de MABSC est de 64 % et le nombre de squences 
codantes varie de 4706  4923 selon les souches squences (Chan, 2012 ; Choi, 2012 ; Choo, 2012a 
et b ; Ripoll, 2009). 
 
Contrairement aux autres gnomes mycobactriens squencs, le gnome de M. abscessus est 
pauvre en squence d'insertions, mais contient un prophage (81kb) dont la biologie est actuellement 
inconnue. La souche hberge galement un plasmide (Figure 22) contenant des gnes de rsistance au 
mercure prsentant 99,9% d'homologie avec le plasmide de M. marinum. Ceci suggre le transfert de 
ce plasmide entre ces deux espces susceptibles de partager le mme cosystme (Ripoll, 2009). 
 
M. abscessus possde galement des gnes non mycobactriens qui codent pour des facteurs 
de virulence prsents galement chez dÕautres pathognes trs frquemment isols chez les patients 
atteints de mucoviscidose : P. aeruginosa et B. cepacia. Ces gnes sont vraisemblablement acquis de 
bactries environnementales par transfert horizontal (Medjahed, 2010). 
 
Malgr sa croissance rapide, M. abscessus a un certain nombre de caractristiques de M. 
tuberculosis. CÕest un agent pathogne intracellulaire et, contrairement  dÕautres mycobactries  





b. Caractristiques du complexe abscessus 
 
 
 Les souches du complexe abscessus ne prsentent pas de diffrences phnotypiques mais 
quelques diffrences gnotypiques. 
 
 
¥ Caractristiques phnotypiques 
 
 
M. abscessus sensu lato est une mycobactrie  croissance rapide dont les colonies 
apparaissent en 3  5 jours. Sa croissance est optimale  30¡C. Il crot aussi bien sur milieu 
Lwenstein-Jensen que sur milieux ordinaires (glose au sang) (Carbonelle, 2003).
 
Les colonies ne sont pas pigmentes et ont a la particularit de pouvoir tre isoles sous deux 
formes sur un milieu de culture solide : une forme dite muqueuse (nomm S comme Smooth) et une 




Figure 23 : Colonies muqueuses (S) et rugueuses (R) de M. abscessus (Medjahed, 2010) 
 
 
Rcemment, il a t dmontr que les colonies rugueuses de M. abscessus taient capables de 
former de vraies cordes  lÕexamen direct, comme celles observes chez les mycobactries du 








Figure 24 : M. abscessus en microscopie lectronique ( gauche et au milieu) et aprs coloration 
de Ziehl ( droite).  
(A) : colonies rugueuses et (D) : colonies muqueuses (Sanchez-Chardi, 2011). 
 
  
¥ Mthodes gnotypiques 
 
Parmi les mthodes existantes, celles utilisables pour identifier les souches du complexe 
abscessus sont les suivantes : 
 
- analyse des fragments de restriction du gne hsp65 pralablement amplifi par 
PCR (mthode PRA) : deux profils peuvent tre observs (cf Figure 20 p. 46), 
 - amplification de la squence intergnique 16S-23S avec ou sans analyse des fragments de 
restriction, 
- dtection aprs amplification et hybridation sur support solide : Genotype¨ Mycobacterium 
CM, 
- tude de la squence du gne hsp65, du gne 16S, rpoB, secA, sodAÉ 
 
Les difficults taxonomiques rencontres au sein du complexe abscessus ont montr quÕun 
simple squenage du gne rpoB nÕest pas suffisant pour diffrencier les trois sous-espces. Seule une 
approche de squenage multilocus pourrait le permettre selon Zelazny et al. (Zelazny, 2009) : il faut 




¥ Spectromtrie de masse 
 
La spectromtrie de masse MALDI-TOF MS est une mthode efficace pour lÕidentification des 
mycobactries. Toutefois, pour lÕidentification dÕespces trs troitement lies comme les espces du 
complexe abscessus, cette mthode nÕest pas discriminante (Saleeb, 2011). 
  
 
3. Epidmiologie des infections  mycobactries du complexe 
abscessus 
 
a. Rservoir et transmission 
 
Les MABSC sont des bactries trs rpandues dans lÕenvironnement, notamment dans lÕeau 
(eau de rivire, eau de lac, eau de mer, eau dÕgout) et dans le sol. Les souches de MABSC rsistent 
mieux au chlore que les bactries coliformes ; elles sont aptes  se multiplier dans lÕeau distille, elles 
ont t isoles dÕchantillons dÕeau potable et de systme de purification dÕeau  usage domestique et 
elles sont prsentes dans les biofilms des conduites dÕeau. En milieu hospitalier, lÕeau peut tre  
lÕorigine dÕinfections nosocomiales, MABSC tant rsistant  de nombreux dsinfectants(Euzby, 
2007). 
  
 La transmission se fait par ingestion, arosolisation et par effraction cutane. 
 
C'est une des principales mycobactries responsables dÕinfections iatrognes sporadiques et 
pidmiques, souvent lies  la prsence de matriel inerte. Les infections post-opratoires, aprs 
chirurgie plastique, cardiaque ou orthopdique,  reprsentent prs de 45 % des pathologies 
extrapulmonaires lies  M. abscessus (Wallace, 1998).  
 
Parmi les nombreuses pidmies, la plus importante jamais dcrite est survenue en Colombie. 
Sur une priode de cinq mois, 350 des 2000 patients qui avaient reu des injections de lidocane 
contamine par M. abscessus dans le cabinet dÕun seul mdecin ont dvelopp des abcs sous-cutans 
ou des cellulites (Villanueva, 1997). Des pidmies hospitalires ont galement t dcrites aprs 
hmodialyse, par contamination de lÕeau du bain de dialyse ou du fait de lÕemploi de matriel 
rutilisable insuffisamment dsinfect. La chirurgie esthtique (liposuccion, mammoplastie), une autre 
source de ces infections, a galement donn lieu  des pidmies (Roux, 2010). 
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JusquÕ trs rcemment, aucune transmission inter-humaine de MNT, directe ou indirecte, 
nÕavait t reporte. Cependant, une tude rcente de lÕUniversit de Washington a signal la premire 
pidmie  M. massiliense chez cinq patients atteints de mucoviscidose qui frquentaient la mme 
clinique (Aitken, 2012). Aucune source environnementale nÕa t trouve. Mais le fort dÕinoculum de 
mycobactries dans les crachats du cas index peut avoir contamin lÕenvironnement clinique et facilit 
la transmission inter-humaine. Trois patients, dont le cas index, sont dcds de lÕinfection  M. 
massiliense rsistante  tout traitement antibiotique. 
 
Ces rsultats sont proccupants. Si une pidmie a t dcrite pour M. massiliense, des 
pidmies pourront tre causes par dÕautres mycobactries du complexe abscessus. Ceci renforce 
l'importance des pratiques dÕhygine afin de contrler ces infections, mme pour les micro-organismes 
dont la transmission inter-humaine nÕest pas connue. 
 
b. Typage molculaire 
 
Les mthodes de typage molculaire sont devenues de prcieux outils pidmiologiques dans 
lÕenqute des pidmies  MNT (Griffith, 2007). 
 
Le typage molculaire des souches de MABSC, peut se faire  lÕaide lÕlectrophorse en 
champs puls, la mthode de VNTR (Variable-number tamdem-repeat) et la rep-PCR. Ces techniques 
permettent lÕtude pidmiologique de souches isoles de patients mais galement de souches 
provenant de lÕenvironnement naturel, domestique ou hospitalier. 
 
LÕlectrophorse en champ puls est actuellement la mthode la plus utilise pour 
lÕpidmiologie molculaire des souches de MNT  croissance rapide (Griffith, 2007). CÕest celle 
utilise par le centre national de rfrence (CNR) des mycobactries en France.  
 
 
o Electrophorse en champ puls 
 
 
LÕlectrophorse en champ puls a t dveloppe par Schwartz et Cantor en 1984. Elle est le 
rsultat de la combinaison dÕune digestion de lÕADN par des enzymes de restriction  faible nombre de 
sites de coupures et dÕune lectrophorse afin de permettre la sparation de fragments dÕADN de 
grande taille (> 50 kb) que l'lectrophorse classique en gel dÕagarose ne permet pas de rsoudre. La 
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porosit d'un gel d'agarose classique est infrieure au micron alors que la longueur d'une molcule 
d'ADN de 50 kb compltement tire est d'environ 18 microns. 
 
Le principe mme de l'lectrophorse en champ puls repose sur les changements de direction, 
dÕintensit et de dure du champ lectrique au cours du temps. Chaque changement de champ 
lectrique roriente la molcule dÕADN dans le gel, augmentant ainsi la probabilit que la molcule 













Figure 25 : Principe gnrale de lÕlectrophorse en champ puls (Freney, 2007) 
 
Le choix de lÕenzyme est guid par deux paramtres : 
- le taux de GC % de la bactrie et du site de coupure de lÕenzyme : si la bactrie a un 
GC % lev comme les MNT, il faut choisir un site de coupure avec un faible GC %. 
En effet, plus le site de reconnaissance de lÕenzyme de restriction est rare sur le 
chromosome, moins il y aura de fragments et donc de bandes sur le gel. 
- le nombre de paires de bases reconnues par lÕenzyme : si le site compte 8 bases, la 
coupure de lÕADN sera plus rare quÕavec un site de seulement 6 bases. 
 
Cette technique ncessite de nombreuses tapes (Figure 26):  
- culture en milieu liquide de chacune des souches  comparer,  
- extraction de lÕADN : tape trs dlicate car lÕADN ne doit pas tre accidentellement 
fragment. Cet ADN est incorpor dans des blocs dÕagarose dnomms Ç plugs È 
- purification de lÕADN 
- digestion par lÕenzyme de restriction  
- lectrophorse 
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Figure 26 : Etapes de lÕlectrophorse en champ puls 
umr5558-mq1.univ-lyon1.fr/.../EpidmiologieMolculaire
 
Le rsultat obtenu, aprs rvlation de lÕADN, est un profil de macro-restriction dfinissant un 
pulsotype (Figure 27). 
 
 




Les pulsotypes, sont compars visuellement selon les critres de Tenover et al. (Tenover, 1995) 
ou grce  des logiciels informatiques. Les diffrences observes entre les profils peuvent tre lies, 
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soit  un gain ou une perte de site de restriction par mutation, soit une insertion ou encore une dltion 
dÕun fragment dÕADN. Les critres de Tenover et al. permettent de prendre en compte les ventuels 




Figure 28 : Reprsentation schmatique des variations observes sur les profils dÕune souche en 
champ puls dÕaprs Tenover et al. (Freney, 2007) 
 
Ainsi, les profils sont classs en 4 groupes distincts : profils semblables, profils trs proches, 
proches ou diffrents, selon le nombre de fragments qui diffrent entre les souches tudies (Tableau 
4). 
Nombre de modifications 
gntiques par apport  la 
souche pidmique 
Nombre de fragments 
diffrenciant la souche 
teste de la souche 
pidmique 
Interprtation 
microbiologique des profils 
Interprtation pidmiologique 
0 0 Semblables 
Souches faisant partie de 
lÕpidmie 
1 2-3 Trs proches 
Souches faisant probablement 
partie de lÕpidmie 
2 4-6 Proches 
Souches faisant possiblement 
partie de lÕpidmie 
3 " 7 Diffrents 
Souches non relies  
lÕpidmie 
 
Tableau 4 : Critres dÕinterprtation du lien pidmiologique de souches bactriennes dÕaprs 
lÕanalyse des profils de macrorestriction (Freney, 2007) 
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Cette technique prsente lÕavantage dÕune grande rsolution, une bonne reproductibilit intra-
laboratoire ; elle possde un pouvoir discriminant important et est applicable  un grand nombre 
dÕespces bactriennes. Toutefois, elle prsente de nombreux inconvnients. CÕest une technique 
manuelle, dlicate, longue (une semaine environ), coteuse en terme dÕappareillage et ncessite un 
personnel expriment. Les rsultats obtenus ne sont pas standardiss : la comparaison de profils est 
limite au laboratoire (donnes non exportables). 
 
 
o MLVA (Multiple Locus VNTR Analysis) 
 
LÕanalyse MLVA examine le polymorphisme de plusieurs loci comprenant chacun un nombre 
variable de rgions rptes en tandem (ou VNTR) (Figure 29) (Freney, 2007). Il sÕagit de petites 
squences rptes de 10 pb environ spares par des squences non rptitives de 5 pb dont la 













La mthode consiste  amplifier dans une ou plusieurs PCRs multiplex ces rgions rptes. 
L'analyse de la taille des diffrents VNTRs est ralise avec un systme de haute rsolution, tel un 
squenceur capillaire  multiples colorants fluorescent et permet l'assignation d'un profil alllique ou 
code numrique MLVA (Freney, 2007). 
 
 
o rep-PCR (repetitive element polymrase-PCR) 
 
 La rep-PCR, utilise par le systme automatis Diversilab¨, utilise des amorces qui se fixent 
sur des squences rptitives non codantes dans le gnome des micro-organismes permettant 
lÕamplification de nombreux fragments de tailles diffrentes (amplicons) (Figure 30). Les fragments 
sont ensuite spars par lectrophorse. 
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4. Manifestations cliniques 
 
Pour plus de facilit, nous parlerons des mycobactries du complexe abscessus sous le terme 
gnral de M. abscessus car la plupart des publications concernant la physiopathologie et les 





LÕtude du gnome de M. abscessus a rvl lÕacquisition par cette espce de nombreux gnes 
provenant de bactries  Gram ngatif dÕorigine environnementale et codant pour les protines 
suivantes : 
- une phospholipase C qui permet dÕchapper aux vacuoles lysosomales, 
- des protines MgtC permettant dÕaugmenter la concentration intracellulaire en Mg 2+ et 
donc facilitatrices de la survie bactrienne 
- un peptide Mthionine sulfoxyde rducteur A (MsrA) et la superoxyde dismutase (sodA) qui 
sont des protines impliques dans la dfense contre le stress oxydatif (Ripoll, 2009).  
 
CÕest trs vraisemblablement dans ces gnes non partags par les autres mycobactries  
croissance rapide que repose le pouvoir pathogne spcifique de M. abscessus (Ripoll, 2009).  
 
M. abscessus possde des facteurs de virulence impliqus dans le Ç parasitisme È 
intracellulaire, galement retrouvs chez M. tuberculosis. Il sÕagit des protines PE (proline-glutamate) 
et PPE (proline-proline-glutamate) hautement immunognes, des protines MCE (Mammalian Cell 
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Entry) et Yrbe qui permettent de pntrer  lÕintrieur des cellules htes, ainsi que des protines LpqH-
like qui modulent la rponse immunitaire (Ripoll, 2009).  
 
Ont t galement identifies plusieurs voies mtaboliques qui favoriseraient lÕinfection par 
dÕautres micro-organismes pathognes chez les patients atteints de mucoviscidose, notamment par P. 
aeruginosa (Ripoll, 2009). M. abscessus est capable de se multiplier dans les poumons, caractristique 
qui le distingue des autres mycobactries opportunistes comme M. chelonae et M. marinum qui se 
multiplient difficilement  37¡C. 
 
LÕtude des mcanismes physiopathologiques des infections  M. abscessus a beaucoup 
progress grce  un modle exprimental murin. En effet, celui-ci a montr que lÕinfection conduit  
des dommages histopathologiques mimant troitement ceux observs chez lÕhomme, y compris les 
lsions caseuses (Rottman, 2007).  
M. abscessus partage un grand nombre de caractristiques communes avec M. tuberculosis. 
Comme chez celui-ci, le contrle de lÕinfection  M. abscessus repose sur la production dÕinterfron-
gamma (IFN-") et de Tumor Necrosis Factor-# (TNF-#), et sur les lymphocytes T (Rottman, 2007). 
En effet, les mycobactries sont phagocytes par les macrophages, lesquels, activs, produisent de 
lÕIL-12 qui,  son tour, stimule la production dÕIFN-" par les lymphocytes T. LÕIFN-" active les 
polynuclaires neutrophiles et les macrophages pour liminer les mycobactries. De plus, le 
rtrocontrle positif entre lÕIFN-" et lÕIL-12 permet le contrle de lÕinfection en grande partie en 
stimulant la synthse du TNF-#. 
 
De faon originale, le contrle de lÕinfection ncessite galement la prsence du compartiment 
lymphocytaire B. Chez la souris, cÕest en lÕabsence de lymphocytes B que lÕon voit merger des 
souches rugueuses (R) aprs infection par des souches muqueuses (S) (Roux, 2010).  
 
La forme muqueuse S de M. abscessus est capable de produire des glycopeptidolipides (GPL), 
des lipides de surface, tandis que la forme rugueuse R nÕen produit pas. Il a t montr que les GPL 
masquent des lipoprotines de surface Ç phosphatidyl-myo-inositol mannosides È. Ces composs, non 
masqus avec les variants R de M. abscessus, sont des agonistes des rcepteurs Toll-like 2 (TLR2) 
(Roux, 2010).  La stimulation des TLR2 par la forme R induit lÕexpression de lÕinterleukine-8 (IL-8) et 
de la !Ðdfensine humaine 2 (HbD2) (Davidson, 2011), prsentes  la surface des cellules pithliales 
respiratoires, provoquant une rponse pro-inflammatoire excessive. De ce fait, les variants R sont 
associs  des formes cliniques plus svres quÕavec les variants S (Roux, 2010). 
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Le passage de la forme S  R est li  la perte dÕun GPL de surface (Roux, 2010). La forme S 
de M. abscessus produirait les GPL dans certains habitats, lui permettant alors la colonisation de ces 
milieux par formation de biofilm (Howard, 2006). Par contre, pour une invasion efficace de lÕhte 
humain, M. abscessus pourrait Ç switcher È  la forme R et ne plus produire de GPL.  
 
 
b. Formes cliniques 
 
 
M. abscessus est une bactrie pathogne opportuniste qui peut tre responsable d'infections 
respiratoires, cutano-muqueuses, osseuses, d'atteintes dissmines, de rares infections du systme 
nerveux central et dÕinfections ou pseudo-infections lies  du matriel contamin (Lee, 2012). 
 
 
" Infections respiratoires 
 
 
La majorit des infections pulmonaires  M. abscessus survient chez des malades prsentant 
une pathologie sous-jacente telle quÕune dilatation des bronches, la mucoviscidose, des squelles de 
tuberculose ou une bronchopneumopathie chronique obstructive (Griffith, 2007). Le reflux gastro-
Ïsophagien est galement un facteur de risque (Cullen, 2000). La corticothrapie et lÕaspergillose 
pulmonaire peuvent galement contribuer aux infections  M. abscessus chez les patients atteints de 
mucoviscidose (Mussaffi, 2005). 
 
Si les infections pulmonaires chroniques sont la principale manifestation des infections  M. 
abscessus, cÕest galement la premire mycobactrie  croissance rapide implique dans les atteintes 
respiratoires (Lerat, 2011). Dans une tude rtrospective amricaine, parmi les 154 cas d'infection 
pulmonaire  mycobactries  croissance rapide, 82% taient dues  M. abscessus (Griffith, 1993). 
Ces infections peuvent galement toucher des sujets antrieurement sains dans 30% des cas, 
en particulier des femmes caucasiennes ges de plus de 60 ans gnralement non fumeuses (Griffith, 
2007). 
M. abscessus peut persister silencieusement pendant des annes et mme des dcennies chez 
lÕhte humain (Catherinot, 2007; Cullen, 2000). Il peut induire des lsions granulomateuses organises 
avec des cellules pithlodes gantes (Figure 27) et mme dans certains cas, une ncrose caseuse 




Figure 31 : Granulome caus par M. abscessus chez un patient mucoviscidosique.  
Les flches noires indiquent les cellules gantes (Medjahed, 2010) 
 
Une tude rtrospective amricaine incluant 146 patients (Chalermskulrat, 2006) ayant 
bnfici dÕune transplantation pulmonaire du fait dÕune mucoviscidose au stade terminal montre une 
prvalence de M. abscessus avant transplantation voisine de celle de MAC (8%). Aprs 
transplantation, la prvalence de MNT est faible (3,4%) mais elle est plus forte si  M. abscessus tait 
prsent avant la transplantation. CÕest la seule espce de MNT significativement lie  une volution 
infectieuse pjorative aprs transplantation, avec des dfaillances mortelles du greffon directement 
dues  la maladie mycobactrienne (Chalermskulrat, 2006).  
La similitude des espces de MNT retrouves avant et aprs transplantation indique quÕil 
existe certainement dÕautres rservoirs de M. abscessus au-del des voies respiratoires chez les 
patients mucoviscidosiques. LÕinfection  M. abscessus a t considre comme une contre-indication 
 la transplantation pulmonaire mais des tudes rcentes ont montr que ce nÕtait plus un critre 
dÕexclusion, les cliniciens doivent cependant, rests alerts dÕun risque de rcidive aprs 
transplantation et de possibles complications graves (Gilljam, 2010). 
 
 
" Infections de la peau et des tissus mous, infections osseuses 
 
 
Les infections les plus courantes des tissus mous causs par M. abscessus sont souvent lies  
un acte iatrogne et  une inoculation directe de M. abscessus, gnralement chez des personnes 
immunocomptentes. Il sÕagit dans la majorit des cas dÕabcs causs par lÕadministration sous-
cutane ou intramusculaire de solutions injectables contamines par M. abscessus ou de rutilisation 
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de matriel souill (Petrini, 2006). Par ailleurs, des ostomylites ont galement t rapportes 
(Brown-Elliott et Wallace, 2002). 
 
M. abscessus a t identifi chez des survivants du tsunami de 2004 ayant eu les membres 




" Infections dissmines 
 
 
Les infections dissmines  M. abscessus surviennent gnralement chez des patients ayant 
une immunodpression sous-jacente congnitale, acquise (maladie auto-immune, cancers) ou chez les 
transplants. Diffrentes formes sont dcrites telles que des ostomylites vertbrales (Pruitt, 1993), 
des infections sous-cutanes (Prinz, 2004) ou des empymes pleuraux (Fairhurst, 2002). De rares 
endocardites sur prothses valvulaires ont t reportes. 
 
Exceptionnellement, aucune prdisposition sous-jacente nÕest retrouve lors de ces infections  
M. abscessus. Ces cas, survenant chez des adultes sans antcdents personnels, ne sont pas vocateurs 
de dficit hrditaire, mais pourraient tre associs  des dficits acquis de lÕaxe interfron " Ð IL12 
(Griffith, 2007). 
 
c. Particularits au sein du complexe 
 
Rcemment, plusieurs tudes ont regard sÕil existait une diffrence de prsentation clinique et 
radiologique entre les diffrentes espces du complexe abscessus.  
Ces tudes comparent essentiellement les infections  M. abscessus sensu stricto aux infections 
 M. massiliense. Aucune diffrence clinique et radiologique nÕa t dmontre (Kim, 2012; Koh, 
2011). A lÕinverse, il existe une diffrence notable au niveau de la rponse au traitement, M. 
massiliense tant plus sensible aux antibiotiques que M. abscessus sensu stricto. 
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5. Sensibilit in vitro aux antibiotiques 
 
a. Antibiotiques actifs 
 
Les souches de MABSC se caractrisent par une multirsistance naturelle aux antibiotiques, 
non seulement aux antituberculeux mais aussi  la plupart des antibiotiques utilisables. 
Cependant, les MABSC sont naturellement sensibles in vitro  certaines !-lactamines 
(cfoxitine, imipnme),  lÕamikacine et aux macrolides (clarithromycine, azithromycine). Parmi les 
nouvelles molcules, la tigcycline a une puissante activit in vitro vis--vis des isolats de MABSC 
(Brown-Elliott, 2012).  







CMI (mg /ml) 
% de souches 
sensibles 
ATB avec un % de sensibilit lev 
Clarithromycine 0,03 0,03 - 16 83 -99 
Amikacine 2 -16 0,25 -128 87 -94 
ATB potentiellement actifs mais avec de grandes variations de la sensibilit selon les tudes 
Cefoxitine 32 16 - 128 11 - 99 
Tobramycine 8 - 16 4 - > 128 36 - 95 
ATB avec une activit variable  
Imipnme 8 1 Ð 64 8 -55 
Ciprofloxacine 2 0,016 Ð 8 44 - 57 
ATB rarement actifs 
Linzolide 32 0,5 Ð 128 23 
Sulfamthoxazole 256 4 Ð 256 1 -12 
Doxycycline 32 - >128 0,06 - >128 5 -8 
Minocycline > 64 0,25 - > 64 5 
Tetracycline 64 4 - > 128 10 
 
Tableau 5 : Sensibilit aux antibiotiques des mycobactries du complexe abscessus dÕaprs 
Nessar et al. (Nessar, 2012) 
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 LÕvaluation de la sensibilit  lÕimipnme in vitro est trs difficile et peut donner des 
rsultats trs incohrents (Brown-Elliott, 2012).  
L'amikacine, la cfoxitine et l'imipnme sont les trois antibiotiques administrables par voie 
intraveineuse les plus actifs in vitro sur MABSC (Brown-Elliott, 2012) avec des CMI infrieures aux 
concentrations atteintes lors des pics sriques. 
La clarithromycine est l'antibiotique oral considr comme le plus actif sur MABSC (Griffith, 
2007 ; Nessar, 2012). CÕtait la molcule de choix jusquÕ la description de la rsistance inductible 
aux macrolides due au gne erm(41).  
 
b. Mcanismes de rsistance
 
 
Parmi les mycobactries  croissance rapide, les MABSC sont probablement les espces 
pathognes opportunistes les plus rsistantes aux antibiotiques (Brown-Elliott et Wallace, 2002). 
 
Cette rsistance est le rsultat dÕune interaction complexe entre la rsistance naturelle, la 
rsistance inductible et la rsistance mutationnelle acquise au cours de lÕexposition aux antibiotiques. 
La connaissance de ces rsistances est essentielle pour la slection et l'optimisation des schmas 
thrapeutiques. Une vue d'ensemble simplifie des diffrents dterminants de la rsistance est 




Figure 32 : Vue d'ensemble de la paroi cellulaire mycobactrienne et dterminants de la 
rsistance (van Ingen, 2012) 
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o Rsistance naturelle 
 
De nombreux mcanismes contribuent  la rsistance naturelle des mycobactries du complexe 




Les MABSC possdent une paroi hautement lipophile, constituant une barrire impermable 
aux antibiotiques (Jarlier et Nikaido, 1990), notamment aux !Ðlactamines et certains aminosides. De 
plus, le transport des antibiotiques  travers la paroi mycobactrienne est en partie contrl par des 
porines, protines canaux qui traversent la membrane externe (cf Figure 32). Chez les mycobactries, 
leur nombre est nettement infrieur  celui des bactries  gram ngatif. 
 
Les enzymes modificatrices ou inhibitrices de lÕantibiotique 
 
Les MABSC produisent des enzymes qui dgradent ou modifient certains antibiotiques 
entrainant leur inactivation.  
Les #-lactamases et  les rifampicine ADP-ribosyltransfrases (Nessar, 2012; Ripoll, 2009) 
confrent respectivement une rsistance naturelle aux #-lactamines et  la rifampicine.  
Les aminoglycosides actyltransfrases et phosphotransfrases ont une faible affinit pour les 
aminosides et nÕinduisent pas de rsistance  lÕamikacine (van Ingen, 2012). 
 
Les pompes  efflux 
 
Tandis que les porines peuvent restreindre lÕentre des antibiotiques dans la cellule 
mycobactrienne, les pompes  efflux ont pour rle de les faire sortir (cf Figure 32). Ces pompes 
confrent une rsistance  de nombreux antibiotiques qui varient selon les espces de MNT. Dans le 
gnome de M. abscessus, les pompes MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) sont prsentes 
mais leurs rles dans la rsistance nÕest pas tabli (Doffinger, 2006). 
Les MABSC sont quipes de rgulateurs transcriptionnels whiB, inductibles par lÕutilisation 
dÕantibiotiques. Ils jouent un rle dans la rgulation des processus cellulaires importants et notamment 
dans la rsistance aux antibiotiques en activant les pompes  efflux (Nessar, 2012 ; van Ingen, 2012). 
 
Le polymorphisme des gnes cibles 
 
 La rsistance naturelle  lÕethambutol et aux fluoroquinolones est lie  la prsence de variants 
nuclotidiques au sein des gnes cibles de ces antibiotiques, respectivement : 
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- la rgion ERDR (Ethambutol rsistance determining region) du gne embB  
- les rgions QRDRs (Quinolone rsistance determining regions) des sous-units gyrA 
et gyrB de lÕADN gyrase  
 
o Rsistance acquise 
 
Il nÕexiste pas dÕacquisition dÕlments gntiques mobiles (plasmides ou transposons) chez  
les MABSC. La rsistance acquise est due  des mutations spontanes affectant les cibles-clefs des 
antibiotiques (Tableau 6) ; ces mutations pouvant contribuer  lÕaltration fonctionnelle dÕun ou 
plusieurs gnes. La prsence dÕun seul opron ARNr rend dÕautant plus probable ces rsistances 
acquises (Nessar, 2012). 
 
 





Les mutations dans le codon 1408 du gne rrs de lÕARNr 16S sont responsables de la 
rsistance  haut niveau aux aminosides. Cette rsistance aux aminosides est observe chez les patients 
qui reoivent des thrapies longues  base dÕamikacine tels que les patients atteints de mucoviscidose 
(Saleeb, 2011). 
 
  Fluoroquinolones 
 
Les mutations dans le codon 90 de la sous-unit gyrA de lÕADN gyrase sont un important 
mcanisme de rsistance aux fluoroquinolones chez M. massiliense. 
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  Macrolides 
 
Il existe deux mcanismes de rsistance acquise. 
 
Des mutations ponctuelles sur les positions A2058 ou A2059 du gne rrl codant le domaine 
peptidyltransferase de lÕARNr 23S (Tableau 5) sont associes  un haut niveau de rsistance aux 
macrolides (Saleeb, 2011; Telenti, 1993). Une monothrapie par macrolide ou une bithrapie par 
macrolide et fluoroquinolone sont des facteurs de risque de dveloppement de cette rsistance. 
  
De plus, il a t rcemment dcrit un gne de rsistance naturelle inductible aux macrolides, le 
gne erm(41) (Nash, 2009). Celui-ci confre une rsistance  la clarithromycine et lÕrythromycine par 
mthylation de lÕARNr 23S et donc nuit  la liaison de lÕantibiotique  sa cible.  
Les souches de M. abscessus sensu stricto ont un gne erm(41) intact mais avec un 
polymorphisme T/C sur le nuclotide n¡28 :  
- les souches T28 (Trp10 codon) ont une rsistance inductible  la clarithromycine 
avec des CMI90 suprieure  16 µg/ml, 
 - les souches C28 (Arg10) sont sensibles avec des CMI ! 2 µg/ml. 
Les souches de M. bolletii ont une squence erm(41) similaire  la squence du gne erm(41)  
de M. abscessus sensu stricto T28. Elles sont donc toutes rsistantes  la clarithromycine (Bastian, 
2011). 
Chez M. massiliense, le gne erm(41) est dlt ; ceci rend les souches de cette espce 
intrinsquement sensibles  la clarithromycine (Doffinger, 2006 ; Bastian, 2012). 
 
Les squence erm(41) sont spcifiques dÕespces au sein de MABSC et sont concordantes 
avec la sensibilit  la clarithromycine. Toutefois, lÕinfluence exacte de ce mcanisme de rsistance 
sur lÕefficacit dÕun traitement  base de macrolides reste  tudier (Saleeb, 2011).  
 
c. Mthodes dÕtude in vitro 
 
L'antibiogramme reprsente le principal outil  partir duquel le clinicien peut adapter son 
antibiothrapie. Deux types de mthodes peuvent tre mises en Ïuvre. 
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o Mthode phnotypique 
 
 
Diffrentes mthodes existent pour tester la sensibilit des mycobactries  croissance 
rapide (Brown-Elliott, 2012) : les bandelettes E-test, la mthode de diffusion en glose (ou Ç mthode 
des disques È) et la microdilution. Cette dernire mthode est considre comme mthode de rfrence 
par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).  Elle consiste  mesurer la CMI 







            Les puits renferment des concentrations croissantes dÕantibiotiques 
Figure 33 : Antibiogramme : technique de microdilution 
http://www.microbe-edu.org/etudiant/antibio4.html 
 
CÕest une mthode dlicate qui doit tre mise en place par des laboratoires expriments qui 
isolent un nombre important de MNT. Un inoculum standardis est essentiel pour la bonne 
dtermination de la CMI (Brown-Elliott, 2012). 
 
Vis--vis des mycobactries du complexe abscessus, le panel dÕantibiotiques  tester doit 
inclure lÕamikacine, la cfoxitine, la ciprofloxacine, la clarithromycine, la doxycycline ou la 
minocycline, lÕimipnme ou le mropnme, le linzolide, la moxifloxacine, la tobramycine, et le 
trimthoprime-sulfamthoxazole (Brown-Elliott, 2012). 
 
La lecture de la CMI se fait aprs 3  5 jours dÕincubation  30¡C, except pour la 
clarithromycine pour laquelle une lecture supplmentaire est ralise au 14me jour afin de dtecter une 
rsistance inductible aux macrolides (Brown-Elliott, 2012). 
 
Le CLSI a rcemment dfini les concentrations critiques permettant dÕinterprter les CMI des 






    
Tableau 7 : Concentrations critiques des antimycobactriens vis--vis des mycobactries  
croissance rapide selon le CLSI (microdilution) (Woods, 2011) 
 
Concernant la tigcycline, le CLSI nÕa pas encore dfini de concentrations critiques (Brown-
Elliott, 2012).  
 
Pour les cultures qui restent positives aprs 6 mois de traitement antimycobactrien appropri, 
le CLSI indique quÕil est justifi de rpter lÕantibiogramme afin de suivre lÕvolution de la rsistance 
de la souche.  
 
o Dtection molculaire de la rsistance 
 
 Concernant la dtection molculaire de la sensibilit aux antibiotiques, il nÕexiste jusquÕ 
prsent, aucun test commercial pour la dtection des mutations confrant une rsistance de MABSC 
aux antibiotiques (van Ingen, 2012). Nanmoins, des mthodes spcifiques ont t dveloppes. La 
dtection de la rsistance aux macrolide sÕeffectue par le squenage partiel du gne codant lÕARNr 
23S et du gne erm(41) et la dtection de la rsistance aux aminosides, par le squenage du gne 
codant lÕARNr 16S (van Ingen, 2012). 
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Il n'existe aucun consensus thrapeutique. Le choix des antibiotiques est guid par la 
dtermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide.  
 
Les diffrents antibiotiques utiliss dans le traitement des infections  MABSC sont lists dans 




Tableau 8 : Antibiotiques utiliss pour le traitement des infections  mycobactries du complexe 
abscessus (Brown-Elliott, 2012) 
 
 
L'ATS propose un traitement initial associant plusieurs antibiotiques. La clarithromycine ou 
lÕazithomycine doit tre associe  un ou plusieurs agents utilisables par voie parentrale : l'amikacine 
et/ou la cfoxitine (ou l'imipnme) pendant 8 semaines au minimum, avant un relais oral par la 
clarithromycine seule. Dans les formes moins svres ou chez les personnes qui ne tolrent pas le 
traitement, des traitements priodiques moins intensifs  base de macrolides oraux ou dÕantibiotiques 
parentraux peuvent tre proposs pour contrler les symptmes et la progression de lÕinfection 
(Brown-Elliott, 2012; Griffith, 2007). 
 
Pour les patients intolrants aux macrolides ou ayant une souche de MABSC rsistante aux 
macrolides, les experts recommandent une association d'antibiotiques par voie parentrale et actifs in 
vitro (Brown-Elliott, 2012). Le linzolide et la tigcycline sont des molcules alternatives mais il 
n'existe pas de donnes sur l'efficacit clinique de ces antibiotiques, qui sont par ailleurs responsables 
de nombreux effets secondaires. 
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La plupart des experts recommandent un objectif de 6  12 mois de ngativation des cultures 
des prlvements respiratoires comme critre dÕefficacit du traitement (Brown-Elliott, 2012). A 
lÕheure actuelle, les options thrapeutiques sont insuffisantes pour lÕradication des infections  M. 
abscessus sensu stricto. Alternativement, certains experts recommandent donc lÕutilisation dÕautres 
paramtres tels quÕune amlioration clinique et/ou une rgression des infiltrats pulmonaires et/ou une 
diminution du nombre de cultures positives  partir des prlvements respiratoires (Brown-Elliott, 
2012). 
 
Les traitements antibiotiques pour les infections non pulmonaires  M. abscessus sensu stricto 
ont montr leur efficacit. Pour les infections pulmonaires  M. abscessus sensu stricto, aucune 
combinaison d'antibiotiques, mme base sur une sensibilit in vitro, n'a prouv son efficacit pour 
striliser les expectorations  long terme (Griffith, 2007). 
 
Les patients infects par M. massiliense ont un taux de rponse plus lev (88 %) que les 
patients infects par M. abscessus sensu stricto (25%) (Koh, 2011). Plusieurs tudes ont montr que le 
traitement des infections  M. massiliense avait permis la ngativation des cultures des expectorations 
(Koh, 2011; Kim, 2012). La rsistance inductible au macrolide pourrait expliquer lÕabsence 
dÕefficacit dÕune antibiothrapie incluant un macrolide contre les infections  M. abscessus subsp 
abscessus (Koh, 2011).  
 
Dans l'ensemble, avec les options thrapeutiques actuelles, les infections pulmonaires  
MABSC sont souvent chroniques et incurables pour de nombreux patients (Griffith, 2007). 
 
b. Recours  la chirurgie 
  
 
La rsection chirurgicale pulmonaire est parfois le seul traitement (Griffith, 2007), notamment 
en cas dÕatteinte localise ou excave ; elle permet alors une rsolution complte des symptmes et 
une ngativation des prlvements. Cette rsection peut tre totale ou partielle mais concerne 
seulement les patients qui ont une capacit vitale force suprieure  30% (Hubert, 2005; Le 
Bourgeois, 2005) 
 
Dans une tude de Griffith et al. (Griffith, 1993), 7 malades, sur les 10 pour lesquels une 
radication de la MNT avait t obtenue, avaient bnfici dÕune exrse chirurgicale associe  une 
antibiothrapie adapte, comme le suggre lÕATS. 
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De mme, une tude de survie a t ralise par Camargos et al. chez 21 patients atteints de 
mucoviscidose (ge moyen de 8,09 +/- 4,4 ans), oprs entre 1988 et 2003, et suivis jusquÕen 2004. 
Onze ans aprs la rsection, la probabilit de survie tait de 93,8% (Camargos, 2008). 
 
Cependant, la plupart des patients ont une atteinte pulmonaire bilatrale et ne peuvent donc 
pas tre candidats  une rsection pulmonaire. 
 
Les infections  MNT, et notamment  MABSC, sont classiquement considres comme un 
obstacle majeur  la greffe pulmonaire qui reprsente pourtant souvent la seule chance de survie pour 
certains patients atteints de mucoviscidose. LÕisolement de M. abscessus avant la transplantation, 
constitue un facteur de risque pour le dveloppement dÕune maladie  MNT post-transplantation mais 
nÕest pas une contre-indication en soi  (Gilljam, 2010). 
 
c. Echec thrapeutique 
 
La surveillance systmatique des ECBC aprs la fin du traitement permet de dtecter une 
ventuelle rechute (Le Bourgeois, 2005). Les patients sont considrs en chec thrapeutique 
lorsquÕaucune amlioration sur le plan clinique, microbiologique ou radiologique nÕapparat aprs 6 
mois de traitement appropri ou si les cultures restent positives aprs 12 mois dÕantibiothrapie 
adapte (Griffith, 2007).  
 
Greendyke et al. voquent lÕhypothse, que lÕchec thrapeutique de lÕassociation de 
lÕamikacine, la cfoxitine et la clarithromycine est li  des concentrations antibiotiques dans les 
biofilms et les macrophages, infrieures aux concentrations bactricides (Greendyke et Byrd, 2008). 
 
La ngativation bactriologique est difficilement obtenue et parfois seulement de faon 
transitoire. Pour certains patients en rechute, les symptmes peuvent tre contrls par des schmas 
thrapeutiques plus courts de 4  12 semaines qui peuvent tre rpts comme les cures squentielles 























En pratique quotidienne, nous sommes confronts  des difficults pour isoler les MNT et 
notamment les mycobactries du complexe abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose. En 
effet, la colonisation  Pseudomonas aeruginosa nous contraint  dcontaminer les prlvements 
respiratoires des patients avant leur mise en culture. Cette technique est parfois trop agressive et 
destructrice vis--vis des mycobactries ; ce qui occasionne alors des cultures faussement ngatives. 
Dans ce contexte, nous avons men une tude prospective dans le but dÕtudier une nouvelle 
technique de dcontamination comparativement  la mthode utilise au laboratoire et lÕapport de 
lÕutilisation du milieu Cepacia¨ dans lÕisolement des MNT  partir des scrtions bronchiques des 
patients atteints de mucoviscidose suivis au CRCM de Rouen. 
 
Par ailleurs, nous avons procd  lÕtude rtrospective des dossiers des patients chez lesquels 
une souche de mycobactrie du complexe abscessus a t isole au CHU de Rouen entre 2004 et 2011 
pour recenser leurs caractristiques cliniques et biologiques et leur volution au fil du temps. En 
complment, dans un but pidmiologique, nous avons tent de mettre au point une mthode de typage 
molculaire des souches de mycobactries du complexe abscessus isoles chez ces patients. 
 
 
I. MATERIELS ET METHODES 
 
 
A. Etude prospective dÕune nouvelle mthode de 
dcontamination des prlvements et de lÕapport du 
milieu de culture Cepacia¨ 
 
Cette tude a t ralise de dcembre 2011  avril 2012. 
 
1. Origine des prlvements 
 
Les prlvements analyss taient exclusivement dÕorigine broncho-pulmonaire : 
expectorations, aspirations bronchiques, lavages broncho-alvolaires et prlvements bronchiques 
distaux protgs.  
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2. Prparation des prlvements 
 
Du fait du caractre polymicrobien des expectorations et des aspirations bronchiques, une 
tape de fluidification-dcontamination a t ncessaire. La technique utilise au laboratoire de 
bactriologie du CHU de Rouen (dnomm Ç Mthode A È par la suite) est rserve aux prlvements 
provenant de patients mucoviscidosiques. CÕest celle recommande par l'ATS (Griffith, 2007).   
 
Mthode A : mthode conventionnelle avec une double dcontamination 
 
Cette mthode consiste en une double dcontamination (DD) : une solution de Mycoprep¨ 
(contenant un agent mucolytique, la N-actylcystine [NAC], et un agent dcontaminant, la soude 
[NaOH]) a t mise en contact 15 minutes sous agitation avec un volume gal de prlvement. La 
dcontamination a t stoppe par du tampon phosphate pH=6.8, ajout jusquÕ un volume de 50 ml. 
Le tout a t centrifug 20 minutes  4000 trs/min. Aprs avoir limin le surnageant, 1 ml dÕeau et 
dÕacide oxalique  5% ont t mis en contact 15 minutes sous agitation avec le culot de centrifugation. 
LÕacide a t neutralis par de la soude  4%. Ensuite, la raction a t stoppe par lÕajout de tampon 
phosphate (jusquÕ 50 ml) puis le mlange a t centrifug (20 minutes), le surnageant limin et le 
culot repris par 1  2 ml de tampon phosphate. 
  
Mthode B : essai dÕune nouvelle technique de fluidification-dcontamination 
 
 
Cette technique de dcontamination a t teste, en parallle de la mthode conventionnelle A, 
de fvrier  avril 2012, quand le volume de prlvement tait suffisant.  
 
Cette mthode est base sur lÕutilisation dÕun antiseptique : la chlorhexidine (Ch) (mthode de 
Peres, Gevaudan, Gulian et de Micco). Elle se diffrencie de la mthode A par son temps de 
ralisation plus court (1h vs 1h30 pour la mthode A) et ne ncessite quÕune tape de dcontamination. 
  
Le prlvement a t fluidifi par 2 ml de dithiothritol pendant 15 minutes sous agitation. La 
dcontamination a t ralise par lÕajout de 6 ml de chlorhexidine  1%, lÕensemble tant agit 
pendant 15 minutes. La neutralisation a t ralise, comme pour la mthode A, par lÕajout de tampon 
phosphate pH=6.8 jusquÕ un volume de 50 ml puis centrifug pendant 20 minutes. Le culot est repris 
par 1 ml de tampon phosphate. 
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3. Examen microscopique des frottis 
 
LÕexamen direct nÕa t effectu que pour les patients connus antrieurement avec une culture 
positive de MNT pathogne  partir de leurs prlvements respiratoires.  
 
LÕexamen microscopique a t effectu  partir du culot du produit respiratoire homognis 
et centrifug aprs un traitement fluidifiant-dcontaminant. Le frottis, fix par la chaleur et lÕalcool 
mthylique, a t color par deux mthodes : la coloration  lÕauramine puis, pour les frottis positifs, 
par la coloration de Ziehl-Neelsen. 
 
Coloration  lÕauramine 
 
Le frottis a t recouvert par une solution dÕauramine pendant 15 minutes puis recouverte 
dÕalcool-acide (mlange dÕalccol  95¡ et dÕacide chlorhydrique) pendant 5 minutes. La contre-
coloration a t ralise par du rouge de thiazine pendant 1 minute et 30 secondes. La lame a t rince 
 lÕeau distille entre les diffrentes tapes avant dÕtre sche  lÕair et  lÕabri de la lumire. La 
lecture a t effectue  lÕobjectif x40  sec et avec un microscope  fluorescence. La lame entire a 
t examine  la recherche de btonnets fluorescents sur fond rouge fonc. 
 
Coloration de Ziehl-Neelsen 
 
En cas d'examen direct positif  l'auramine, nous avons confirm la positivit du frottis par 
recoloration de la lame par le technique de Ziehl-Neelsen : la lame a t recouverte pendant 10 
minutes de fuschine phnique  chaud ; la dcoloration a t ralise  lÕaide dÕacide sulfurique  
25% pendant 3 minutes puis par de lÕthanol 90¡ pendant 5 minutes. La lame a t rince entre chaque 
tape puis sche  lÕair. La contre-coloration a t ralise avec le bleu de mthylne pendant 30 
secondes. La lame a t ensuite observe  lÕimmersion  lÕobjectif x100  la recherche de bacilles 
rose-rouge sur fond bleu.  
 
Les rsultats de lÕexamen microscopique ont t exprims selon le Tableau 9, adaptes des 







Aucun BAAR dtect 
Nombre exact de 
BAAR (5-10 vus) 
< 1 BAAR/champ 
1 -10 BAAR/champ 




Tableau 9 : Modalits de rponse pour la lecture des examens microscopiques 
 
 
4. Mise en culture des prlvements 
 
Le culot des prlvements dcontamins a t ensemenc en milieu liquide et solide selon les 
recommandations de lÕATS (Griffith, 2007). Seule la technique A a permis lÕensemencement en 




o Milieu solide 
 
 
L'ensemencement en milieu solide a t ralis sur des milieux de Lwenstein-Jensen (Bio-
Rad) en inoculant 4  5 gouttes du culot de prlvement par tube. Le nombre de tubes ensemencs a 
vari en fonction de la mthode de dcontamination utilise et en fonction des antriorits de cultures 




 Mthode A Mthode B 
Patients connus 4 milieux 2 milieux 
Patients non connus 2 milieux 2 milieux 
 
Tableau 10 : Nombre de milieux solides ensemencs 
 
 
Ceux-ci ont t incubs en position incline, un ou deux  30¡C et un ou deux  37¡C. La 
lecture des tubes a t faite manuellement une fois par semaine. 
  
En cas de cultures positives, nous avons relev le dlai dÕapparition des colonies, leur nombre, 
leur aspect et la prsence ou non dÕune pigmentation. En cas de croissance de contaminants sur le 
milieu, la culture a t interrompue. Le tube a t jet et la notion de Ç tube souill È a t note. 
 
 
o Milieu liquide 
 
 
Un tube BBLTM MGITTM (Becton Dickinson) a t ensemenc avec 0,5 ml du culot de 
centrifugation des prlvements dcontamins par la mthode A. Ont t ajouts 800 µl dÕun mlange 
d'antibiotiques PANTA¨ (Polymixine B, AmphotricineB, acide Nalidixique, Trimthoprime, 
Azlocilline) et de facteurs de croissance OADC¨ (acide Olique, Albumine bovine, Dextrose, 
Catalase). 
La croissance a t rvle  lÕaide de lÕautomate BACTECTM MGITTM 960 (Becton 
Dickinson). L'incubation des tubes dans l'automate a t ralise  37¡C jusqu'au signal de croissance 
et pour une dure maximale de 42 jours. 
 
En cas de culture positive, nous avons not le dlai dÕapparition de la positivit et vrifi aprs 
coloration de Ziehl-Neelsen que les micro-organismes qui sÕtaient dvelopps dans le milieu taient 
bien des BAAR et non des contaminants. Suite  cette vrification, une subculture sur milieu de 
Lwenstein-Jensen a t faite. En cas de prsence de contaminant, une nouvelle dcontamination du 
tube MGITTM tait ralise pour tenter dÕisoler une mycobactrie. 
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Afin dÕaugmenter la sensibilit de dtection du milieu MGITTM, lorsque lÕautomate a rendu 
une culture ngative, nous avons effectu un contrle visuel du milieu MGIT comme suggr dans 
certaines publications (Pena, 2012). La prsence de petits grains au fond du tube (Figure 34) peut en 









Figure 34 : Aspect typique de mycobactries dans un MGIT ngatif  (Pena, 2012) 
 
 




Le prlvement a t ensemenc sur un milieu Cepacia¨ (AES Chemunex) sans tape 
pralable de dcontamination. Le prlvement a juste t dilu au demi dans du Digest-EUR¨ 
(Eurobio) pour le fluidifier avant sa mise en culture. 
  
Ce milieu a t incub 5 jours  37¡C puis  30¡C jusquÕau 14me jour dÕincubation. Il a t 
regard tous les 2-3 jours. En cas de positivit, le dlai de culture ainsi que lÕaspect lisse ou rugueux 
des colonies de mycobactries ont t relevs (Figure 35). 
 
 
Figure 35 : Aspect des colonies sur milieu Cepacia
¨
 
A gauche : colonies muqueuses  S ; A droite : colonies rugueuses R 
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5. Identification des cultures positives 
 
a. Mthode phnotypique 
 
Quelques caractres phnotypiques ont t relevs  partir des colonies des milieux 
Lwenstein-Jensen : 
_ la morphologie des BAAR en microscopie 
_ le dlai de culture des colonies 
_ lÕaspect lisse (S) ou rugueux (R) des colonies 
_ la pigmentation des colonies  la base de la classification de Runyon 
 
b. Mthode gnotypique 
 
En parallle, lÕidentification a t ralise grce  lÕamplification par PCR dÕun fragment du 
gne hsp65  partir du milieu de culture liquide ou de colonies. 
 
La procdure complte comporte quatre phases : 
 
o extraction de lÕADN  partir de cultures de mycobactries cultives en milieu 
solide ou liquide 
 
o amplification gnique en temps rel sur ABI PRISM¨ 7000 (Applied Biosystems) 
 partir des amorces 102A1 et 102A2 
 
o squenage du fragment hsp65 amplifi 
 
o analyse des squences par confrontation  la base de donnes BIBI (Bio 
Informatic Bacterial Identification) permettant d'identifier la souche et lÕdition 





Figure 36 : Dendrogramme montrant les relations gntiques des souches de mycobactries 
selon les squences du gne hsp65 
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B. Etude rtrospective des cas dÕinfections dues aux 
mycobactries du complexe abscessus chez les 
patients mucoviscidosiques suivis au CRCM de 





Nous avons ralis une tude rtrospective des cas de colonisations/infections pulmonaires par 
des mycobactries du complexe abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose suivis au Centre 
de Ressources et de Comptence pour la Mucoviscidose (CRCM) de Rouen.  
 
Pour cela, nous avons recens lÕensemble des prlvements positifs reus au laboratoire des 
mycobactries du CHU de Rouen entre le 1er janvier 2004  et le 31 dcembre 2011, soit une priode de 
8 ans. Ce recensement a t ralis  lÕaide du logiciel MOLIS du laboratoire de bactriologie. Celui-ci 
renseigne sur lÕidentit des patients, la date et la nature des prlvements et le rsultat des cultures.  
Les donnes clinico-biologiques concernant notre population ont t collectes  partir du 
dossier patient informatique (CDP2) par consultation des comptes-rendus dÕhospitalisation. De plus, 
grce  la consultation des dossiers patients version papier de notre population dÕintrt, nous avons pu 
collecter des informations relatives aux thrapeutiques administres et  certaines donnes cliniques. 
 
Les donnes suivantes ont t recueillies : 
 
- les donnes dmographiques : sexe, ge 
- les donnes cliniques : gnotype CFTR, comorbidits (insuffisance pancratique externe, diabte, 
atteinte ORL, reflux gastro-oesophagien), 
- les donnes anthropomtriques : poids, indice de masse corporel (IMC),  
- les donnes fonctionnelles : VEMS, CVF et SaO2, 
- les donnes thrapeutiques : la prescription dÕazithromycine, le nombre de cures dÕantibiotiques per 
os ou intraveineuses, la prescription dÕune corticothrapie per os ou inhale, 
- les donnes microbiologiques gnrales : colonisation/infection  Pseudomonas aeruginosa,  
Staphylococcus aureus,  Stenotrophomonas maltophilia, prsence dÕAspergillus fumigatus dans 
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lÕECBC et dÕune aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) via la prescription dÕun 
traitement par antifongique de type itraconazole ou voriconazole, 
- les donnes microbiologiques concernant le diagnostic de colonisation/infection  MNT : espce 
isole, rsultats des examens directs et des cultures, srologie anti-mycobactrienne (taux dÕanticorps 
A60), les rsultats de lÕantibiogramme ralis par le CNR des Mycobactries (Hpital de la Piti-
Salptrire, Paris) 
- le traitement ou non de la colonisation/infection  MABSC. 
 
Certains paramtres (poids, VEMS, CVF, SaO2) ont t suivis sur quatre priodes :  
  - un an avant le diagnostic 
  - au moment du diagnostic 
  - pendant le traitement de lÕinfection  MABSC 
  - deux ans aprs le diagnostic 
 
LÕradication tait dfinie par des cultures devenues ngatives pendant au moins un an tandis 
que la non-radication tait caractrise par la persistance de culture positive  MNT, quel que soit le 
rsultat de lÕexamen direct. 
 
 Pour comparer certaines variables qualitatives, nous avons employ le test de Fisher exact 
(utilis pour des effectifs thoriques faibles). Tous les calculs ont t raliss sur le site internet  
BiostaTGV. 
 
2. Typage des souches par lectrophorse en champ puls 
    
Au moins une souche de chaque patient et quand cela a t possible, deux souches dÕun mme 
patient ont t tudies par lectrophorse en champ puls. 
 
o Culture des souches  
 
A partir de subculture des souches sur milieux Cepacia¨, les diffrentes souches ont t 
cultives dans 10 ml de bouillon 7H9-Tween80-OADC-Sucrose et incubes dans une tuve  37¡C 
sous agitation pendant 72 heures. 
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o Prparation des Ç plugs È 
 
Au troisime jour, 8 ml de culture ont t centrifugs  4¡C pendant 20 minutes  3000 trs/min. 
Afin de casser la paroi des mycobactries, le culot a t repris par un faible volume de tampon froid de 
Phage Buffer IV (PIV : Tris 10mM, pH 7,6 ; NaCl 1M) puis plac dans un mlange de carboglace-
thanol. Aprs dconglation dans la glace pile, la suspension bactrienne a t mlange avec un 
volume gal dÕune solution dÕagarose  1,3% (Incert¨ agarose) maintenue  50¡C dans un bloc 
chauffant. Le mlange ainsi prpar a t immdiatement aliquot sous un volume de 200 !l dans une 
barrette puis incub  +4¡C pendant au moins 30 minutes afin de former les blocs dÕagarose nomms 
Ç plugs È, emprisonnant lÕADN des mycobactries.  
Les barrettes ont t places pralablement dans un lit de glace puis conserves au rfrigrateur 
pour que la prise en masse des plugs dÕagarose soit la plus rapide possible car elle est indispensable  
une bonne conservation de lÕADN.  
 
o Lyse cellulaire 
 
Ensuite, ces plugs ont t dlicatement dmouls de la barrette puis incubs sous agitation dans 
3 ml de solution de lyse renfermant entre autres de la RNase  20!g/ml et du lysosyme  5 mg/ml 
prpar extemporanment. Le tout a t plac dans un bain-marie  37¡C toute une nuit. Le lendemain, 
la solution de lyse a t retire dlicatement, remplace par 2 mL dÕune solution de protinase K  
1mg/ml et dÕEDTA-sarcosine (1%) (Solution ESP) et place  50¡C dans un bain-marie pendant 24 h 
afin de digrer les protines associes  lÕADN. Le lendemain, la solution a t remplace par une 
solution frache de protinase K et place 24 h supplmentaires dans un  bain-marie  50¡C. 
 
o Lavage des plugs 
 
A cette tape, il a t important de dbarrasser les plugs de toute trace de protinase K qui 
dtruirait lÕenzyme de restriction. Pour cela, les plugs ont t lavs quatre fois sous agitation et  37¡C 
avec une solution de Tris-EDTA (TE): un lavage de 30 minutes, un de 1 heure, un de 2 heures puis 
enfin un dernier lavage pendant toute une nuit.  
 
o Digestion enzymatique 
 
Une fois lavs, les plugs ont t placs sparment dans un cne Eppendorf¨ contenant chacun 
265 !l dÕeau distille strile, 30 !l de tampon 10x dÕenzyme AseI, 3 !l dÕalbumine bovine 100x (BSA) 
et 3 !l dÕenzyme de restriction AseI. Les cnes ont t placs dans un bain-marie  37¡C pendant une 
nuit.  
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Aprs digestion, les plugs taient soit utiliss directement pour lÕlectrophorse, soit conservs 
 +4¡C dans une solution frache dÕESP. 
 
o Electrophorse en champ puls 
 
Pour chaque souche tudie, un petit morceau de plug a t plac au fond dÕun puits dÕun gel 
dÕagarose  1 % (Seakem GTG¨), en veillant  le plaquer contre la paroi antrieure. Un marqueur de 
poids molculaire (Mid Range I PFG Marker, New England Biolabs) a galement t plac dans le 
gel. Les puits ont ensuite t scells par de lÕagarose  1% ayant servi  fabriquer le gel. Le gel 
dmoul, a t plac dans la cuve de migration de lÕappareil servant  lÕlectrophorse en champ puls 
(GenepathTM System, BioRad). La cuve a t pralablement remplie par 1,9 litres de TBE 0,5x (Tris 
0,45 mM - Borate 0,45 mM Ð EDTA 0,01 mM) et 100!M de thioure. Un systme de rfrigration a 
permis dÕassurer une temprature constante de 14¡C. LÕlectrophorse a t lance avec le programme 
16 permettant de sparer des fragments dÕADN allant jusquÕ 600 kb.  
 
o Rvlation du gel 
 
Aprs 20 heures de migration, le gel a t plac 1 heure dans un bain dÕeau distille auquel ont 
t ajouts 400 !l de bromure dÕthidium (1mg/ml). LÕexcs de bromure dÕthidium a t limin par 
incubation pendant une heure dans un bain dÕeau distille seule. Le gel a ensuite t photographi sur 
une table  lumire ultra-violette. 
 
o Interprtation des rsultats 
 
Les profils obtenus ont alors t compars visuellement selon les critres prcdemment 





   
A. Etude prospective dÕune nouvelle mthode de 
dcontamination des prlvements et de lÕapport du 





1. Description gnrale de la population 
 
Pendant les 5 mois de notre tude, 126 prlvements ont t tudis : 119 crachats, 6 
aspirations bronchiques, un prlvement bronchique distale protg (PBDP) et un lavage broncho-
alvolaire (LBA). 
 
Ces prlvements provenaient de 73 patients atteints de mucoviscidose et suivis au CRCM de 
Rouen. Il y avait 40 hommes et 33 femmes, soit un sex ratio de 1,2. Neuf des 73 patients taient des 
enfants ($16ans). La tranche dÕge sÕtendait de 7  66 ans pour une moyenne dÕge de 29 ans.  
La quantit de prlvements reue nÕa pas toujours permis de tester les deux techniques de 
dcontamination et la mise en culture sur milieu Cepacia¨ (Figure 37). 
 
 
Figure 37 : Rpartition des tests effectus sur les prlvements 
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Seize prlvements ont t effectus chez les enfants, soit une moyenne de 1,77 prlvements 
par enfant et un total de 110 prlvements chez les 64 adultes, soit une moyenne de 1,72 prlvements 
par adulte. 
 
Sur les 126 prlvements, 58 prlvements ont t dcontamins par les mthodes A et B et 
ensemencs sur le milieu Cepacia¨. Pour 55 prlvements, seule la mthode A et la mise en culture sur 
milieu Cepacia¨ ont pu tre mises en Ïuvre (Figure 38). 
   
 
DD : double dcontamination (mthode A) 
Ch : dcontamination  la chlorhexidine (mthode B) 
C : milieu Cpacia 
 




o Cultures positives 
 
Sur ces 126 prlvements, 19 cultures positives (15%) de mycobactrie ont t observes 
grce  au moins lÕune des trois approches testes : 16 (84%) avec une mycobactrie du complexe 
abscessus et 3 (16%) avec Mycobacterium gordonae. 
 
 Les 3 souches de M. gordonae ont t isoles de 3 patients diffrents et nÕont jamais t 
retrouves sur milieu Cepacia¨. Nous les avons retrouvs une fois dans un milieu MGITTM au 42me 
jour de culture et les deux autres fois uniquement sur milieu de Lwenstein-Jensen au 35me jour de 
culture avec les mthodes A et B.  
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Les 16 cultures positives de mycobactrie du complexe abscessus provenaient de 6 patients 
mucoviscidosiques gs de 12  44 ans (ge moyen = 25,3 ans), soit 2 enfants et 8 adultes. Sur cette 
priode, le taux de prvalence dÕinfection ou de colonisation  mycobactries du complexe abscessus 
au sein du CRCM de Rouen est donc de 8,2 %. Neuf patients taient connus et un seul non connu. 
La majorit de ces prlvements (87,5%) taient des crachats. Le tableau 11 indique les 
rsultats des examens directs et des cultures liquides et solides selon les techniques effectues sur ces 
16 prlvements. 
 























Crachats - + 4me j 
+ 5me j 
100 col 
- 
+ 5me j 
30 col 
+ 2me j 
col R 
M. abscessus 
3 Crachats - + 4me j 
+ 8me j 
50 col 
ne ne 
+3me j  
 col R 
4 Crachats 1-10/chp + 2me j 
+ 8me j 
100 col 
ne ne 
+3me j  
col R 
5 Crachats ne ne ne <1/chp 






Crachats 100/chp + 2me j 
+ 4me j 
30 col 
<1/chp 
+ 4me j 
30 col 
+ 3me j 
ccl R 
M. abscessus 
7 Crachats - + 3me j souilles ne ne 
+3me j  
 col R 
8 Crachats ne ne ne ne ne 
+3me j  
 col R 
9 LBA <1/chp ne ne ne ne 
+3me j  
 col R 
10 PBDP - ne ne ne ne 
+6me j  
 col R 
11 Crachats 1 vu + 5me j - - 
+3me j  
50 col 
+3me j  
 col R 
12 
VAR ARU 
Crachats <1/chp + 3me j 
+ 10me j 
50 col 
10 vus 
+ 6me j 
500 col 




13 T.RU DAM Crachats - + 3me j - ne ne - M. abscessus 
14 Crachats - - - ne ne 




Crachats - + 9me j 
+ 7me j 
4 col 
- 




16 COB LAU Crachats - + 6me j - - 
+ 6me j 
30 col 
+ 6me j 
col S 
M. abscessus 
TOTAL DES POSITIFS 6 /14 11 / 12 7 / 12 3 / 7 7 / 7 14 /16  
ne : non effectu  ; col : colonies  ; R : rugueuses     S : muqueuses 
 
Tableau  11 : Rsultats dtaills des prlvements associs  une culture de mycobactrie du 
complexe abscessus 
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Onze des 122 prlvements (9%) dcontamins par la mthode A, 7 des 62 prlvements 
(11,3%) dcontamins par la mthode B et 14 des 116 prlvements (12%) ensemencs sur le milieu 
Cepacia¨ ont permis dÕisoler une mycobactrie. 
 
Nous constatons 100% de positivit (7/7) des milieux Lwenstein-Jensen qui ont t 
ensemencs aprs une dcontamination par la chlorhexidine (Mthode B).  
Trois milieux Lwenstein-Jensen ensemencs aprs double dcontamination taient ngatifs 
alors que les milieux liquides MGIT ensemencs en parallle taient positifs.  
Le seul prlvement pour lequel la culture en milieu liquide MGIT (prlvement n¡14) a t 
ngative correspond au seul prlvement pour lequel nous avions une quantit trs faible (<0,3mL) et 
mentionn Ç quantit insuffisante de prlvements : examen sous rserve È sur le compte-rendu de 
rsultats.  
Grce  lÕutilisation du milieu Cepacia¨ qui ne demande pas dÕtape de dcontamination, nous 
avons pu retrouver la mycobactrie prsente dans ce prlvement malgr une faible quantit mais le 
dlai de culture a t  plus long que pour les autres prlvements (10 jours vs 2  6 jours). 
Toutefois, pour deux prlvements sur les 16 positifs, les cultures sur milieu Cepacia¨ taient 
ngatives.  
 
o Volume et aspect des prlvements 
 
Le volume et lÕaspect de tous les prlvements ont t nots avant toute manipulation. 
Concernant les prlvements positifs  MABSC, nous avions des aspects trs diffrents dÕun 
prlvement  un autre : muqueux (n=6), muco-purulent (n=6), purulent (n=3) voire trs purulent 
(n=1) ainsi que des volumes diffrents allant dÕune quantit infrieure  0,3 mL jusquÕ 1 mL. Parmi 
ces prlvements, aucun aspect type ne se dgage ; seule la quantit de prlvements importe pour une 
recherche fiable des mycobactries. 
 
o Examens directs 
 
Parmi les 16 prlvements positifs  MABSC, seulement 6 prlvements avaient un examen 
direct (ED) positif.  
Parmi les 6 prlvements qui ont pu tre dcontamins  la fois avec la mthode A et la 
mthode B, nous avions 3 ED positifs avec la mthode A et seulement deux avec la mthode B, avec 
un nombre de BAAR infrieur  la mthode A. 
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o Colonies et dlai de culture 
 
Le temps de pousse des colonies varie peu dÕun milieu  lÕautre. Il se situe entre 2 et 15 jours 
avec une moyenne de 4 jours sur le milieu liquide MGIT et le milieu Cepacia¨, et de 7 jours sur milieu 
Lwenstein-Jensen. 
Les colonies sur milieu solide taient toutes non pigmentes. Chez 5 patients, nous avions des 
mycobactries du complexe abscessus prsentant des colonies rugueuses (R) et pour un seul patient, 
des colonies muqueuses (S). 
 
 
o Contamination des milieux 
 
Certaines cultures sur milieu Lwenstein-Jensen ont t interrompues  cause dÕune 
contamination des milieux par des bactries, trs souvent P. aeruginoa.: 47 % des prlvements 
(199/423 Lwenstein-Jensen ensemencs) pour la mthode A vs 14,5 % (18/124) pour la mthode B 
ont eu au moins un tube Lwenstein-Jensen contamins. Ce taux diminue  35,4% pour la mthode A 
et 12,9% pour la mthode B si lÕon comptabilise uniquement les prlvements o tous les tubes 
Lwenstein-Jensen ensemencs taient contamins (cÕest  dire 4 milieux pour les patients non connus 
avec la mthode A et 2 milieux pour tous les autres). 
 La contamination concerne 15,5 % des tubes MGIT (19/122). Sachant quÕil est tout de mme 
possible de dcontaminer  nouveau ces tubes MGIT, la culture liquide a pu tre poursuivie pour 16 
des 19 tubes MGIT contamins, soit un taux de contamination final de 2,4 %.  
Sur milieu Cepacia¨, 60% des cultures ne prsentaient aucune croissance bactrienne. Sur 26 
milieux, nous avions de rares colonies de Staphylococcus, Stenotrophomonas ou de levures mais qui 
nÕaltraient pas la poursuite de la culture des mycobactries. Seulement 7 cultures ont t interrompues 




Figure 39 : Milieu de culture envahit par un champignon filamenteux 
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B. Etude rtrospective 
 
1. Analyse des dossiers clinicobiologiques 
 
Vingt et un patients suivis au CRCM de Rouen ont prsent une culture positive  
mycobactries dans au moins un de leurs prlvements respiratoires entre janvier 2004 et dcembre 
2011. Les mycobactries du complexe abscessus tait les mycobactries non tuberculeuses les plus 
souvent retrouves devant M. avium intracellulare (Tableau 12). 
 
En plus de ces patients, il faut ajouter un autre patient pour lequel nous nÕavons pas isol de 
mycobactries dans notre laboratoire mais pour lequel une souche de M. abscessus sensu stricto a t 







M. abscessus sensu stricto 8 
M. bolletii 1 
M. massiliense 1 
MAC 4 
M. avium 1 
M. intracellulare 3 
M. gordonae 2 
M. frederikbergense 2 
M. xenopi 2 
M. immunogenicum 1 
M. proche mucogenicum 1 
TOTAL 22 
 
Tableau 12 : Mycobactries retrouves chez les patients du CRCM de Rouen de 2004  2011 
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Notre tude a donc comport lÕanalyse de dossiers de 10 patients coloniss/infects par une 
mycobactrie du complexe abscessus. Huit hommes et deux femmes ont t inclus, soit un sex-ratio 
H/F de 3,5. LÕge mdian de ces patients au moment du diagnostic tait de 22,7 ans (variation de 12  
43 ans). Deux des dix patients taient des enfants de 12 et 14 ans respectivement. 
 
Les donnes anthropomtriques au moment du diagnostic retrouvaient un poids mdian de 54 
kg et un IMC (indice de masse corporelle) de 18,9 kg/m2 (Tableau 12).  
 
Sur le plan fonctionnel, le VEMS mdian tait de 70,4 % de la thorique et celui de la CVF de 
79,1 % de la thorique.  
 
En terme de morbidit, 3 des 10 patients taient homozygotes pour la mutation DF508, une 
majorit de patients prsentait une insuffisance pancratique externe (IPE), une atteinte ORL et un 
reflux gastro-Ïsophagien. Un seul patient tait atteint de diabte.  
 
De lÕazithromycine et des corticodes inhals taient prescrits chez 50 % des patients (5/10) et 
40 % avaient bnfici de plus de quatre cures dÕantibiotiques par an (per os ou intraveineuse). 
 
 
2. Colonisation bactrienne et fongique 
 
Lors du diagnostic, 100 % des patients taient coloniss ou infects par une souche de S. 
aureus sensible  la mticilline (SAMS), 6/10 par Pseudomonas aeruginosa et 4/10 par 
Stenotrophomonas maltophilia. Un seul patient tait colonis ou infect par une souche de S. aureus 
rsistant  la mticilline (SAMR). Burkholderia cepacia nÕtait prsent chez aucun des patients. 
Huit patients sur 10 avaient un examen cyto-bactriologique des crachats (ECBC) positif  
Aspergillus fumigatus et 7 sur 10 taient traits pour une aspergillose broncho-pulmonaire allergique 
(ABPA). 
Les patients infects/coloniss  mycobactries du complexe abscessus taient 











Nombre de patients n = 10 n = 5758 p 
Sexe ratio H/F 3.5 1,05 <0,01 
Anthropomtrie/EFR    
åge lors du diagnostic (an) 22,7 (12-43)   
Poids (kg) 54 (37-69)   
IMC (kg/m2) 18,9 (17-21)   
SaO2 (%) 97,7 (95-100)   
VEMS (%) 70,4 (48-113)   
CVF (%) 79,1 (41-119)   
Comorbidit    
Homozygote F508 3 43,6% 0,06 
IPE 9   
Diabte 1 14,8% 0,39 
ORL 8   
Traitement par IPP 6 18,8% <0,01 
Microbiologie    
Colonisation Pseudomonas aeruginosa 6 42,9% 0,13 
Colonisation SAMS 10 53,5% <0,01 
Colonisation SAMR 1 8% 0,8 
Stenotrophomonas maltophilia 4 8,5% <0,01 
Burkholderia cepacia 0 2% 0,5 
Aspergillus fumigatus 8 21% <0,01 
Aspergillose Broncho-pulmonaire allergique 7 12,4% <0,01 
Traitement antrieur    
Azithromycine 5 42,4% 0,1 
Corticodes per os 0 9,7% <0,01 
Corticodes inhals 5 40,8% 0,26 
Plus de 4 antibiothrapies par an 4   
Prise en charge    
Respect des critres microbiologiques de lÕATS 10   
Traitement  9   
Eradication bactriologique 3   
 




3. Evolution du poids, de la SaO2, du VEMS et du CVF 
 
Pour 3 des 10 patients, lÕinfection tant rcente, nous nÕavons pas pu intgrer leurs donnes 
pour la quatrime priode de lÕtude, c'est--dire la priode Ç 2 ans aprs le diagnostic È. 
Quand nous faisons la moyenne des paramtres de nos patients au cours des 4 priodes 
tudies, nous observons un lger dclin du VEMS  et du CVF lÕanne prcdant la mise en vidence 
de la mycobactrie. Cette diminution de la fonction pulmonaire continue mme au cours du traitement 
puis sÕintensifie dans les deux ans qui suivent le diagnostic de MNT.  
Toutefois, le dclin du VEMS et du CVF nÕest pas associ  une perte de poids, ni  une baisse 




Figure 40 : Evolution du poids et des paramtres fonctionnels 
 
4. Srologie anti-mycobactrienne 
Le taux dÕanticorps A60 chez nos patients variait de 189  1863 UA/ml, avec une moyenne de 
593. Tous les patients dpassaient, lors du diagnostic de colonisation/infection  MABSC, le seuil de 
positivit tabli  225 UA/ml, seuil de positivit en anticorps anti-mycobactriens, lors du diagnostic 
de colonisation/infection  MABSC. 
 
Malheureusement, nous nÕavions pas assez de dosage dÕanticorps A60 chez les patients pour 
suivre lÕvolutivit du taux des anticorps pendant le traitement et aprs celui-ci. 
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On constate tout de mme que pour les trois patients ayant eu une radication de la 
mycobactrie, le taux des anticorps a diminu aprs le traitement mais ce taux nÕest pass sous la barre 
des 225 UA/ml que pour un seul patient (APP GAB). 
 
5. Eradication microbiologique 
 
Dans cette tude, 3 des 10 patients (APP GAB, COU DOR et MAC MIC) ont eu des cultures 
ngatives dans lÕanne qui a suivi le traitement pour liminer la colonisation/infection  MABSC.  
 
Il nÕy avait pas de diffrences significatives des donnes anthropomtriques entre patients 
radiqus et patients non radiqus. Par contre, sur la base du VEMS, CVF et SaO2, il existait une 
atteinte fonctionnelle respiratoire plus svre chez les patients dont lÕinfection a t radique et une 
atteinte ORL plus frquente chez les patients sans radication de la mycobactrie. 
 
Aucune diffrence nÕtait  signaler sur le plan de la colonisation bactrienne et fongique. 
 
Des cures rptes dÕantibiotiques (plus de 4 par an) taient plus souvent associes  



















 Non radiqus Eradiqus  
 n = 7 n = 3 p 
Anthropomtrie/EFR    
åge lors du diagnostique (an) 22 24,3 0,56 
Poids (kg) 54,4 53,2 0,81 
IMC (kg/m2) 19 18,4 0,73 
SaO2 (%) 97.9 95,7 0,07 
VEMS (%) 83.9 50,7 0,03 
CVF (%) 94.9 69 0,02 
Comorbidit    
Homozygote F508 3 0 0,24 
IPE 6 3 1 
ORL 7 1 0,07 
Traitement par IPP 5 1 0,5 
Microbiologie    
Mycobactrie du complexe abscessus :    
Au moins un ED positif 7 3 1 
Nombre de cultures positives 11,7 3,3  
Autres espces bactriennes :    
Pseudomonas aeruginosa 4 2 1 
SAMS 7 3 1 
Stenotrophomonas maltophilia 3 1 1 
Colonisation fongique :    
Aspergillus fumigatus en culture 6 2 1 
Aspergillose Broncho-pulmonaire allergique 4 3 0,48 
Traitement antrieur    
Azithromycine 3 2 1 
Corticodes inhals 4 2 1 
Plus de 4 antibiothrapies par an 1 3 0,03 
 
 





6. Antibiogramme des souches de mycobactries du complexe 
abscessus
 
LÕantibiogramme des souches de M. abscessus, M. massilense ou M. bolletii a t ralis chez 
les 10 patients aprs envoi de la souche au CNR des mycobactries. Pour certains de ces patients, 
plusieurs antibiogrammes ont t effectus au fil des annes du fait de la persistance de cultures 
positives de mycobactrie (Tableau 15). 
 
Les souches envoyes au CNR des mycobactries taient peu frquemment sensibles aux 
antibiotiques potentiellement actifs vis--vis du complexe abscessus : 2/13 sensibles  la tobramycine, 
1/16 sensible  la cfoxitine, 4/16 sensibles au linzolide et 3/16 sensibles au sulfamthoxazole. Elles 
taient toutes rsistantes  la minocycline,  la doxycycline,  la ciprofloxacine et  la moxifloxacine. 
En revanche, la majorit de ces souches taient sensibles  lÕamikacine (13/16),  la clarithromycine 
value entre le 3 et 5me jour (12/16) et  la tifcycline (9/14)(Figure 35). Nous constatons nanmoins 
que  lorsque la clarithromycine a t lu au 14me jour (antibiogrammes effectus aprs janvier 2010), 
toutes les souches (8/8 dont 7 sensibles et une de sensibilit intermdiaire  la clarithromycine au 3me 
jour) avaient une rsistance inductible  la clarithromycine, y compris la souche de M. massiliense du 
patient  VAR ARU. 
 
Figure 41 : Sensibilit (%) aux antibiotiques des souches de mycobactries du complexe 
abscessus des patients suivis au CRCM de Rouen
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x : non teste 
a : antibiogramme ralis en microdilution  lÕInstitut Pasteur de Paris ; b : ralis sur milieu solide Lwenstein-Jensen ; c : ralis par le laboratoire Biomnis 
 
Tableau 15 : Antibiogramme des souches du complexe abscessus isoles chez les 10 patients 
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Parmi les 5 patients qui ont t traits au long cours par de lÕazithromycine (APP GAB, COB 
LAU, COU DOR, MAH ALE et VAR ARU), chaque souche de MABSC tait sensible aux macrolides 
mais avait une rsistance inductible  la clarithromycine. 
 
7. Traitement antimycobactrien 
 
Ces 10 patients qui ont eu au moins deux cultures positives  une mycobactrie du complexe 
abscessus, pouvaient donc tre considrs comme infects selon les critres microbiologiques de 
lÕATS (Griffith, 2007). Neuf sur les 10 patients ont t traits pour la colonisation/infection  M. 
abscessus.  
 
Le traitement dÕinduction comportait entre 2 et 4 antibiotiques par voie parentrale (Figure 
42). LÕassociation la plus frquente comportait de la clarithromycine, de lÕamikacine et de la 
cfoxitine (4/9  patients). Les 5 autres patients ont t traits par des schmas divers (Annexe 1). La 









Le plus souvent, la clarithromycine tait associe  lÕamikacine (6/9). Tous les patients ont eu 
un relai oral au moins avec de la clarithromycine. Un relai oral de clarithomycine et de nbulisations 
dÕamikacine tait le plus souvent prescrit pour des dures parfois trs longues (> 1 an). 
Le nombre de cures par voie parentrale par patient variait de 1  plus de 7 cures.  
Pour 3 des 10 patients (APP GAB, COU DOR, MAC MIC) aucune mycobactrie nÕa t 
retrouve lÕanne qui a suivi le traitement ; la MNT a t considre comme radique. Nous nÕavons 
pas retrouv de diffrences concernant la prise en charge des patients qui ont eu une radication 
microbiologique de MABSC par apport aux patients non radiqus.  
Aprs 2 ans de cultures ngatives (2010-2012), COU DOR a de nouveau eu plusieurs cultures 
positives en mars dernier malgr un relai oral de clarithromycine et des nbulisations dÕamikacine 
pendant plus dÕun an aprs les deux cures par voie parentral (juillet et dcembre 2010). 
Aucun patient nÕa bnfici dÕune transplantation pulmonaire et aucun nÕest dcd. 
 
8. Typage molculaire  
 
Les caractristiques des souches analyses par lectrophorse en champ puls sont prsentes 




Nom du patient 
Date 
dÕisolement 
1 APP GAB novembre 2005 
2 APP GAB avril 2008 
3 BOU BEN juillet 2009 
4 COU DOR mars 2010 
5 COU DOR fvrier 2012 
6 MAH ALE mai 2011 
7 MAH ALE dcembre 2011 
8 VAR ARU novembre 2011 
9 VAR ARU mars 2012 
10 COB LAU avril 2012 
11 GUI ART octobre 2011 
12 GUI ART mars 2012 
 
Tableau 16 : Caractristiques de souches analyses en champ puls 
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Aprs de nombreux essais et adaptations du protocole dÕlectrophorse en champ puls, nous 
nÕavons pas russi  avoir un rsultat de typage molculaire satisfaisant pour faire lÕtude 
pidmiologique des souches de mycobactries du complexe abscessus isoles chez les patients 
mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen.  




PM : Poids molculaire Mid Range I 
Figure 43 : Pulsotypes des souches de mycobactries du complexe abscessus obtenus lors du 
premier essai 
 
Le marquage des puits par le bromure dÕthidium suggre que la paroi des mycobactries nÕa 
pas t casse, que lÕADN est rest pig dans la cellule.  
 
De nombreuses modifications du protocole dÕlectrophorse ont t mises en application afin 
dÕamliorer le rsultat du typage des souches tudies. Ces modifications ont port sur : 
- le milieu de culture : le milieu MGIT a t initialement utilis puis le milieu 7H9-OADC-
Sucrose 
- la mthode de lyse de la paroi : une solution de lyse a t initialement utilis seule puis un 
bain dans la carboglace-thanol a t ajout 
- la concentration de la solution de lyse : une solution dÕESP  0,1mg/ml a t utilis puis 
enfin une solution  1 mg/ml 
- le lavage des plugs : des lavages plus longs ont t effectus lors des derniers essais 
PM     1      2      3       4      5      PM    6      7      8     9 
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- lÕajout ou non de thioure dans le bain de migration. 
 
Lors du dernier essai, les pulsotypes obtenus sont prsents sur la figure 44. 
 
 
                           PM : Poids molculaire Mid Range I (15  242,5 kb)
 
Figure 44 : Pulsotypes des souches de mycobactries du complexe abscessus isols chez 7 patients 
mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen 
 
 
Les bandes devraient tre rectilignes, fines et multiples pour chaque piste. Compte-tenu de ces 
rsultats de mauvaise qualit, peu de conclusions peuvent tre mises. 
 
Cependant, les pulsotypes en position 11 et 12 correspondent  deux isolats de M. abscessus 
cultivs  des priodes distinctes (6 mois dÕcart) chez le patient GUI ART. Mme si lÕimage nÕest pas 
parfaite, les profils obtenus semblent identiques et diffrents de ceux des souches isoles chez les 
autres patients (n¡1  9). 
De plus, la souche en position 4 de COU DOR semble diffrente de celle en position 2 de APP 
GAB et celles en position 11 et 12 de TRU DAM. 




1. Etude prospective : mise en place de la mthode de 
dcontamination des prlvements par la chlorhexidine et de 




Devant lÕmergence des mycobactries du complexe abscessus chez les patients atteints de 
mucoviscidose et leur extrme rsistance aux antibiotiques, nous nous sommes intresss dans une 
tude prospective  la difficult dÕisoler ces bactries au quotidien au laboratoire. 
 
A partir des prlvements respiratoires provenant de patients atteints de mucoviscidose, la culture des 
mycobactries est rendue difficile par la colonisation ou infection des patients par P. aeruginosa et 
donc par la frquente contamination des milieux par cette espces. Une tape de dcontamination des 
prlvements est essentielle. LÕajout de soude ou dÕacides dilus aux prlvements limine les 
bactries de la flore commensale et respecte au moins partiellement les mycobactries. Pour que la 
dcontamination soit de bonne qualit, il faut que les prlvements soient homogniss, cÕest  dire 
liqufis par un agent fluidifiant qui libre les bactries contenues dans le mucus, le pus et les cellules. 
Les bactries commensales sont ainsi mises en contact avec lÕagent dcontaminant et sont dtruites. 
Toutefois, bien que plus rsistantes aux antiseptiques que les autres bactries, les mycobactries nÕy 
sont pas compltement insensibles et la dcontamination doit tre effectue en respectant 
scrupuleusement la concentration de lÕantiseptique et le temps de contact avec le prlvement 
(Carbonelle, 2003). Ainsi, nous avons donc voulu comparer deux mthodes de dcontamination A et 
B pour toutes les prescriptions de recherche de mycobactries chez les patients mucoviscidosiques 
entre dcembre 2011 et avril 2012 : la mthode A consiste en une double dcontamination et la 
mthode B  une dcontamination simple avec un antiseptique, la chlorhexidine. 
 
La recherche de MNT a concern 64 adultes et seulement 9 enfants, avec une moyenne de 1,7 
prlvements par enfants et par adultes. 
94% des prlvements tudis taient des crachats (119/126). CÕest un prlvement plus facile 




Mthodes de dcontamination 
 
  
 La mthode  la chlorhexidine a t choisie car cet antiseptique possde un large spectre 
dÕactivit contre les bactries contaminantes mais semble avoir des effets minimes sur les 
mycobactries (Ferroni, 2006). 
  
Notre tude prospective a montr que la mthode A prsentait une grande sensibilit grce  
lÕutilisation concomitante des milieux solides et liquides. Lorsque les milieux solides taient ngatifs 
ou contamins, le milieu MGIT nous a permis dÕisoler la MNT prsente dans le prlvement, sauf  
pour un prlvement dont la quantit tait minime.  De nombreuses tudes (Bange et Bottger, 2002; 
Bange, 1999; Whittier, 1993; Whittier, 1997) ont montr lÕimportance de lÕutilisation de cette mthode 
pour augmenter le taux dÕisolement des mycobactries dans les prlvements de patients 
mucoviscidosiques par apport  une simple dcontamination  la soude, utilise pour les prlvements 
hors contexte de mucoviscidose.  
Aprs une simple dcontamination, une partie des mycobactries sont tues (28  33%) 
(Whittier, 1997) ; lÕajout dÕacide oxalique lors de la mthode A en dtruit probablement dÕautres. 
Toutefois, une tude a montr quÕen cas de concentration forte en MNT (examen direct positif), celles-
ci peuvent survivre  la mthode A mais quÕen cas de faible concentration ou dÕune quantit 
insuffisante de prlvement, comme nous lÕavons rencontr, cette mthode est dfaillante car trop 
agressive. 
 
Sept prlvements positifs dcontamins par la mthode A ont pu tre dcontamins par la 
mthode B. Tous les milieux Lwenstein-Jensen alors ensemencs ont permis dÕisoler la mycobactrie 
prsente dans le prlvement.  
Par contre, nous avons remarqu un manque de sensibilit de lÕexamen direct quand la 
mthode B tait utilise (4 ED ngatif sur 7 cultures positives pour la mthode B et 6 ED ngatif sur 
11 cultures positives pour la mthode A). Soit le nombre de BAAR observ tait infrieur  celui 
observ aprs mise en Ïuvre de la mthode A, soit lÕexamen direct tait ngatif. Ce constat concerne 
un trs petit effectif de prlvement et doit tre confirm avec un nombre plus important de 
prlvements. De Bel et al. ont galement rencontr ce problme avec la mthode B et ont montr que 
les frottis effectus aprs dcontamination  la chlorhexidine sont effectivement plus difficiles  
interprter.  
LÕexamen microscopique  la recherche de mycobactrie est dans tous les cas peu sensible. Il 
faut de 5000  10000 bacilles par ml de prlvements pour que la probabilit de voir au moins un 
BAAR sur le frottis atteigne 95% (Carbonelle, 2003). LÕexamen direct est donc toujours effectu sur 
le culot des prlvements, patients mucoviscidosiques ou non. En pratique, les MNT prennent dÕautant 
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moins bien la coloration que les mycobactries tuberculeuses. CÕest pourquoi, un examen direct a t 
effectu uniquement chez les patients mucoviscidosiques connus antrieurement avec une MNT, 
compte-tenu de la sensibilit limit de cet examen.  
 
 Deux tudes comportant un nombre dÕchantillons suprieur (827 chantillons tests par 
Ferroni et al., 795 par De Bel et al.)  la ntre, se sont intresses  la comparaison de ces deux 
mthodes de dcontamination (De Bel, 2011; Ferroni, 2006). Il a t montr que la mthode de 
dcontamination  la chlorhexidine (mthode B) est meilleure que la mthode de double 
dcontamination (mthode A) concernant la culture de MNT des chantillons respiratoires des patients 
mucoviscidosiques. Ferroni et al. ont montr que le taux de faux ngatif tait de 55% lorsque la 
mthode de double dcontamination tait utilise alors quÕil est beaucoup plus faible (10%) avec la 
mthode  la chlorhexidine. La mthode  la chlorhexidine serait moins agressive et prserverait donc 
la viabilit des mycobactries (Ferroni, 2006).  
 
Malgr le manque de sensibilit de lÕexamen direct, la dcontamination  la chlorhexidine 
prsente de nombreux avantages et semble tre la mthode  adopter pour la recherche de MNT dans 
les prlvements respiratoires des patients mucoviscidosiques. Nanmoins, un problme majeur ne 
nous permet pas de lÕutiliser en pratique quotidienne :  lÕheure actuelle, nous ne sommes pas en 
mesure de rendre cette mthode compatible avec la mise en culture des prlvements en milieu liquide 
MGIT
¨
, obligatoire selon les recommandations de lÕATS. La chlorhexidine a besoin dÕtre neutralise 
par un agent tel que la lcithine. Malheureusement, lÕajout de lcithine dans le milieu MGIT gnre 
une fluorescence non spcifique rendant le systme de dtection automatise inutilisable. Cette tape 
de neutralisation est inutile avec les milieux de cultures solides qui contiennent dj une grande 
quantit de lcithine. 
 
Le taux de contamination des milieux MGIT
TM 
tait infrieur  celui des milieux solides 
ensemencs aprs les mthodes A et B. Les bons rsultats obtenus avec le milieu MGIT
TM 
sont lis  
lÕajout de PANTA
¨
 qui inhibe la croissance des bactries  gram positif,  gram ngatif et des 
champignons. Notre taux de contamination des milieux Lwenstein-Jensen tait particulirement 
important avec les prlvements traits par de la mthode A (35,4%) compar  ceux de la mthode B 
(12,9%).  
Pour De Bel et al., la mthode B prsente galement un taux de contamination infrieur  celui 
de la mthode A (15,4% vs 22,5%) alors que pour Ferroni et al., la mthode B prsente un taux de 
contamination suprieur (20% vs 14,2%). Notre taux de contamination avec la mthode de rfrence A 
est anormalement plus lev que la plupart des tudes, un taux maximal de 26% ayant t dcrit dans 
une tude portant sur 406 prlvements (Bange, 1999). Puisque que lÕutilisation de la mthode B nÕest 
pas possible  lÕheure actuelle, il faudrait faire des modifications de notre protocole de 
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dcontamination (mthode A), notamment sur les temps de contact avec la soude et lÕacide oxalique, 
afin de diminuer le taux de contamination des milieux solides. 
 




LÕensemencement sur milieu de Lwenstein-Jensen et en milieu liquide MGIT
TM
 se fait aprs 
dcontamination des prlvements. Le milieu Lwenstein-Jensen contient des Ïufs (qui apportent des 
vitamines et sont inhibiteurs de diverses substances toxiques), de lÕamidon de pomme de terre, des sels 
minraux, du glycrol et du vert malachite, colorant qui inhibe la croissance dÕventuels contaminants. 
CÕest un milieu sur lequel la plupart des mycobactries se dveloppent facilement (Carbonelle, 2003). 
 
Notre tude a montr une sensibilit suprieure du milieu liquide MGIT
TM
 par apport au 
milieu de culture solide. Parmi les prlvements positifs, un seul MGIT
TM
 tait ngatif alors que cinq 
milieux Lwenstein-Jensen et deux milieux Cepacia
¨
 nÕont pas permis la croissance de mycobactrie 
du complexe abscessus. Ces rsultats sont en accord avec ceux retrouvs dans la littrature. Dans une 
tude (Idigoras, 2000), la sensibilit du milieu MGIT
TM
 a t value  75,1% et celle du milieu 
Lowenstein-Jensen  60,7%.  
 
Le contrle visuel des milieux MGIT
TM
 rendus ngatifs par lÕautomate, nous a permis dÕisoler 
un M. gordonae, une mycobactrie considre comme un contaminant. La croissance dÕaucune autre 
MNT nÕa pu tre dtecte par ce moyen. Pena et al. ont dmontr que la lecture visuelle des MGIT
TM
 
ngatifs a permis de rcuprer 1% de cultures supplmentaires  mycobactries dont 21 %  M. avium 
complex mais aucune  M. du complexe abscessus (Pena, 2012). Le milieu MGIT atteint une 
sensibilit de 89,4% aprs ce contrle visuel (Idigoras, 2000). 
 
Le dlai de culture moyen des colonies de MNT  croissance rapide tait globalement 
identique entre le milieu MGIT
TM
 et le milieu Cepacia¨ (4 jours) alors quÕil fallait environ 7 jours 
avec les milieux Lwenstein-Jensen. Cet avantage du milieu MGIT
TM
 par apport au milieu 
Lwenstein-Jensen a t dcrit de nombreuses fois dans la littrature. LÕcart est dÕautant plus grand 
avec les mycobactries  croissance lente, telles que M. tuberculosis : 12 jours pour le milieu MGIT
TM
 




 a t introduit dans le but dÕaugmenter le taux dÕisolement des MNT  
croissance rapide. Lorsque la quantit de prlvement tait minime, ce milieu nous a permis de 
cultiver de rares colonies de M. boletti chez un patient (COU DOR) qui nÕavait pas eu de cultures 
positives depuis deux ans, alors que la culture sur Lwenstein-Jensen et milieu MGIT
TM 
tait ngative. 
Nanmoins, pour deux des seize prlvements positifs, le milieu Cepacia
¨
 tait ngatif. LÕtude 
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dÕEsther et al. a galement observ un certain manque de sensibilit du milieu Cepacia
¨
 et du milieu  
Lwenstein-Jensen pour certains prlvements de patients mucoviscisosiques coloniss  MNT  
croissance rapide (Esther, 2011).  
 
Les mycobactries du complexe abscessus ont t isoles en gnral en moins de 5 jours sur 
milieu Cepacia
¨
, mis  part pour 3 prlvements pour lesquels la croissance a t plus longue. Dans 
lÕtude dÕEsther et al., qui a concern la mise en culture dÕenviron 9000 prlvements respiratoires 
provenant de patients mucoviscidosiques,  lÕincubation du milieu Cepacia
¨
 pendant 14 jours au lieu de 
5 initialement, a permis dÕaugmenter le taux de culture des MNT  croissance rapide (2,8% vs 0,7%). 
 
Le taux de contamination des milieux Cepacia
¨
 tait faible bien que lÕensemencement du 
prlvement ait t ralis sans dcontamination. Ce milieu slectif, normalement destin  la 
recherche de Burkholderia cepacia, est enrichi en extrait de levure et casine et contient de la 
polymyxine B, de la gentamicine et de la vancomycine. La prsence dÕune base peptone et de sucres 
permet un dveloppement optimal des micro-organismes tandis que le cristal violet et les antibiotiques 
prsents dans le milieu inhibent la plupart des espces microbiennes et notamment les Pseudomonas. 
De plus, le fait quÕil soit coul en bote de Ptri et non en tube comme les Lwenstein-Jensen, permet 
de reprer les colonies de MNT  ct de celles des contaminants. 
Nous avons observ la croissance de champignons et de bacilles  gram ngatif  non 
fermentants tels que Stenotrophomonas spp. en conformit avec ses caractristiques. Esther et al. 
suggrent donc que ce milieu soit interprt avec prudence chez les patients infects par ces micro-
organismes ; un fort inoculum de ces espces pouvant engendrer une inhibition de la croissance des 
MNT  croissance rapide (Esther, 2011).  
 
Globalement, lÕassociation du milieu Cepacia¨ avec les milieux de cultures traditionnels, 
permettrait lÕamlioration du dpistage de la colonisation  MNT  croissance rapide chez les patients 
atteints de mucoviscidose. Cependant, un tel changement engendrerait des cots supplmentaires et un 
temps de lecture supplmentaire en pratique quotidienne. 
 
Une autre piste dÕamlioration concerne lÕvaluation de lÕapport du milieu Coletsos pour les 
prlvements respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. CÕest un milieu plus riche que le 
milieu Lwenstein-Jensen ; il contient des quantits suprieures dÕÏuf, du pyruvate de sodium, de la 
cendre dÕanthracite et une solution dÕoligo-lments. Il est particulirement indiqu pour la croissance 






2. Etude rtrospective des cas dÕinfections dues aux mycobactries 
du complexe abscessus chez les patients mucoviscidosiques suivis au  
CRCM de Rouen  
 
Comme dcrit dans la littrature, le CRCM de Rouen est confront au problme li  
lÕinfection/colonisation par les mycobactries du complexe abscessus chez les patients atteints de 
mucoviscidose. 
 
Une MABSC a t isole chez 10 patients : 8 M. abscessus sensu stricto, un M. bolletii et un 
M. massiliense. Ce dernier a t identifi comme un M. massiliense dÕaprs le squenage du gne 
hsp65 mais identifi comme un M. bolletii par celui du gne rpoB. Cette discordance illustre bien les 
difficults dÕidentification fiable au rang dÕespce. 
 
Prcisons que les rsultats de ce volet du travail ne sont que descriptifs du fait de lÕeffectif 
faible  (10 patients) des patients coloniss/infects par MABSC et de lÕabsence de groupe tmoin 
(absence dÕtude observationnelle rtrospective de dossiers de patients non mucoviscidosiques 
coloniss/infects par MABSC). Cependant, il faut souligner que les tudes cas-tmoins publies 
rcemment ne sont pas fondes sur des effectifs consquents (22 patients infects  M. du complexe 
abscessus dans lÕtude de Verreghen et al., 38 patients infects  MNT dont 23 par MABSC dans celle 
dÕEsther et al.). La slection de notre population dÕintrt ne prenait pas en compte les critres 
cliniques et radiologiques dÕinfection  MNT. Toutefois, les dix patients ayant eu au moins deux 
cultures positives  mycobactries du complexe abscessus  partir dÕexpectorations ; ils remplissaient  




Lorsque nous comparons le rsultat de certains paramtres tudis avec les donnes nationales 
2010 du RFM (Tableau 13), nous constatons certaines diffrences significatives concernant : 
! le sexe ratio, avec une forte proportion dÕhomme dans notre population 
! le nombre de patients traits pour un reflux gastro-oesophagien 
! les colonisations microbiologiques  SAMS, S. maltophilia et Aspergillus 
fumigatus plus importante dans notre population 
 
 111 
En revanche, la proportion de patients ne diffre pas de la population nationale de patients 
mucoviscidosiques au niveau du nombre dÕhomozygote pour la mutation F508, de diabtiques, du 
nombre de patients traits par azithromycine et par des corticodes inhals.  
 
 LÕge des patients au moment du diagnostic de colonisation/infection  MABSC tait de 22,7 
ans. MABSC tait la MNT la plus reprsente (10/22) devant M. avium complex (4/22). Ces rsultats 
sont en accord avec la grande tude de prvalence ralise en France chez 1582 patients atteints de 
mucoviscidose en 2004 (Roux, 2009). Les mycobactries du complexe abscessus taient les plus 
reprsentes (48%) devant MAC (22%) ; elles infectaient surtout les enfants et jeunes adultes. 
DÕautres tudes ont fourni les mmes rsultats mais pas lÕtude de prvalence amricaine au sein de 
laquelle MAC tait plus reprsente que MABSC (Olivier, 2003). Il existe deux explications  cela : 
tout dÕabord lÕtude amricaine ne comprenait que des patients adultes et dÕautres part elle incluait des 
patients depuis 1992 et  cette poque les mycobactries du complexe abscessus taient peu connues 
et probablement mal identifies au rang dÕespce. 
 
MABSC et fonction pulmonaire 
 
Notre tude met en vidence une atteinte fonctionnelle plus svre chez les patients qui ont 
une radication de la mycobactrie par apport aux patients toujours infects/coloniss. La plupart des 
tudes comparent la fonction pulmonaire des patients coloniss ou infects par rapport aux sujets 
contrles (Levy, 2008; Verregghen, 2012). Verreghen et al, qui tudie les facteurs de risque 
dÕinfection  MNT dans la mucoviscidose dans une tude cas-tmoins, retrouve une diffrence 
fonctionnelle significative  la mise en vidence de la MNT entre les sujets infects et les sujets 
coloniss (56,4% vs 64,1%  ; p<0,01). 
Au fil des annes de la colonisation/infection  MABSC, nous avons observ un dclin du 
VEMS et du CVF qui sÕintensifiait  lÕidentification de la MNT et pendant le traitement. Esther et al, 
dont le travail compare une population de 178 patients atteints de mucoviscidose ayant une culture 
positive  MNT (dont 38 patients infects selon les critres de lÕATS), soulignent que les infections 
chroniques  MNT sont associes  un dclin du VEMS (dclin de -2,33% par an chez les infects par 
rapport aux non infects, p<0,01). Cette tude note galement un impact plus particulier des 
mycobactries du complexe abscessus sur la fonction ventilatoire (-2,42% par an), quÕils attribuent  
la plus forte virulence de cette MNT (Esther, 2010). 
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MABSC et colonisation bactrienne 
 
Tous les patients de notre tude prsentaient un SAMS dans leur ECBC.  S. maltophilia tait 
retrouv chez quatre des dix patients. Ces taux sont beaucoup plus lev que ceux retrouvs dans la 
population gnrale : 53,5% pour SAMS et 8,5% pour S. maltophilia. 
Verreghen et al ont montr que la prsence de S. maltophilia tait un facteur de risque 
dÕinfection  M. abscessus. Sur 22 patients infects  M. abscessus, 11 avaient un S. maltophilia tandis 
quÕil nÕy avait quÕun seul patient porteur dans le groupe tmoin (p < 0,002) (Verregghen, 2012). 
 
MABSC et Aspergillus fumigatus 
 
Nous retrouvons une forte prsence dÕAspergillus fumigatus (80%) dans les ECBC des 
patients mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen, comparativement aux donnes nationales 
(21%) (Bellis, 2012). Aspergillus fumigatus apparat donc comme un facteur associ  la 
colonisation/infection  mycobactries du complexe abscessus. Ces rsultats sont concordants avec 
plusieurs tudes cas-tmoins (Esther, 2010; Olivier, 2003a; Verregghen, 2012) montrant une frquence 
accrue dÕAspergillus fumigatus dans lÕECBC des patients infects ou coloniss avec une MNT. De 
faon plus approfondie, une tude de Levy et al (Levy, 2008), chez 42 patients mucoviscidosiques 
pour lesquels au moins une MNT tait isole dans lÕECBC, compars  144 tmoins sans MNT, 
retrouve que la prsence dÕAspergillus spp. en culture tait un facteur prdictif de colonisation  MNT 
et que la prsence isole ou conjointe de ces germes tait le reflet de la svrit de la maladie sous-
jacente. La possibilit dÕune cration rciproque de conditions favorables de dveloppement est 
voque.  
  Parmi les dix patients suivis  Rouen, sept taient traits pour une aspergillose broncho-
pulmonaire allergique. Mussaffi et al. ont montr que lÕABPA tait un facteur de risque  dÕinfection 
par les MNT et plus particulirement de MABSC. Il est dcrit que ngliger la prsence dÕune 
potentielle infection aspergillaire pourrait tre confondue avec un chec de traitement de lÕinfection  
MNT ou une rcidive de celle-ci (Le Bourgeois, 2005). 
 
MABSC et traitements antrieurs 
 
Notre tude nÕa pas mis en vidence de lien entre les traitements antrieurs (inhibiteur de la 
pompe  proton, azithromycine, corticodes, antibiothrapie) et la colonisation/infection  MABSC. 
 
La littrature relate une plus forte proportion de reflux gastro-oesophagien chez les patients 
porteurs dÕune MNT. Les thories expliquant cette association sont diverses. Le mcanisme du reflux 
favoriserait les micro-inhalations dÕeau contamine par des MNT prsente dans lÕestomac (Koh, 
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2007). Un traitement anti-reflux  plus forte dose chez les porteurs de MNT ne seraient alors que le 
reflet dÕun reflux plus svre ou masquerait les symptmes de micro-inhalations frquentes (Levy, 
2008; Thomson, 2007). 
 
Dans la mucoviscidose, lÕazithromycine au long cours et  faible dose est largement prescrite  
vise anti-inflammatoire. Il est recommand de surveiller chez ces patients lÕmergence de MNT. Le 
rle de lÕazithromycine dans lÕmergence de MNT rsistantes aux macrolides nÕest pas prouve 
(Wilms, 2012).  
LÕarticle de Choi et al. (Choi, 2012) dit que, compare  la clarithromycine, lÕazithromycine a 
une activit suprieure vis  vis de M. abscessus in vitro, ex vivo et in vivo alors que ces deux 
macrolides ont une activit comparable sur M. massiliense. La clarithomycine induit plus fortement 




Intrt de la srologie antimycobactrienne : Anticorps A60 
 
Les critres diagnostiques dÕinfection  mycobactries fournis par lÕATS, bass sur des 
critres microbiologiques mais galement cliniques et radiologiques, ne semblent pas adquats chez 
les patients atteints de mucoviscidose. En effet, les signes cliniques lis  M. abscessus sont difficiles  
distinguer de ceux de la mucoviscidose elle-mme. Les critres microbiologiques sont fiables mais ils 
ne refltent pas ncessairement la maladie active. Ainsi, des critres diagnostiques supplmentaires 
peuvent tre utiles avant de dbuter un traitement qui sera  la fois long et avec potentiellement de 
nombreux effets indsirables.  
Le test de srologie A60 permet de dtecter des anticorps dirigs contre le complexe 
antignique A60, produit au cours dÕune infection mycobactrienne. CÕest un antigne interspcifique 
localis dans le cytosol de toutes les mycobactries. Comme la coloration de Ziehl-Neelson, ce test est 
positif pout toutes les mycobactrioses. Le seuil de positivit est tabli  225 UA/ml pour les IgG.  
Les patients avaient tous des taux en anticorps A60 suprieurs  la limite de positivit lors du 
diagnostic de colonisation/infection  MABSC. Malgr des traitements rpts, seul un patient est 
pass sous le seuil de positivit alors que trois patients ont eu des cultures de MNT qui se sont 
ngatives. 
Selon Ferroni et al., la grande sensibilit de ce test permettrait de dtecter les mycobactrioses 
atypiques chez les patients atteints de mucoviscidose, de suivre la production dÕanticorps chez les 
malades sous traitement et donc de suivre lÕefficacit de ce dernier (Ferroni, 2005). Cette guipe a 
tudi la relation entre le traitement de lÕinfection  MABSC et le taux des anticorps A60. Il semblerait 
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que le taux des anticorps se ngativerait en cas dÕradication de MABSC, resterait stable en cas 
dÕchec thrapeutique et diminuerait puis augmenterait en cas de rechute (Ferroni, 2005).  
 
Sensibilit aux antibiotiques et traitement de la colonisation/infection 
 
Les antibiogrammes effectus sur les diffrentes souches de MABSC sont assez 
caractristiques de ces souches. En effet, celles-ci sont rsistantes  de nombreux antibiotiques 
(minocycline, doxycycline). LÕamikacine et la clarithromycine sont, le plus souvent, les seuls 
antibiotiques sensibles comme dcrit dans la littrature (Nessar, 2012).  
 
Parmi les 16 antibiogrammes effectus, il existe de nombreux profils diffrents. Le profil 
amikacine Ç sensible È, tobramycine Ç rsistante, cfoxitine Ç intermdiaire È et clarithromycine 
Ç sensible È est le plus frquent (6/16 antibiogrammes dont 2 chez le mme patient). Une diffrence de 
sensibilit est observe toutefois au niveau  du linzolide, de la tigcycline et du sulfamthoxazole. 
 
La souche de M. massiliense de VAR ARU prsentait une sensibilit  la clarithromycine mais 
une rsistance inductible. La littrature indique que cette souche, ayant un gne erm(41) tronqu ne 
peut pas prsenter une rsistance inductible  la clarithromycine. LÕidentification faite par le CNR par 
squenage du gne hsp65 avait premirement conclu  une souche de M. massiliense tandis quÕun 
second squenage du gne rpoB avait identifi  un M. bolletii. Selon ces indications et le profil de 
rsistance de la souche, VAR ARU est donc colonis/infect par une souche de M. bolletii et non M. 
massiliense. 
 
Chez certains patients, des traitements lourds et rpts nÕont pas permis lÕradication de 
MABSC, lÕinfection chronique durant parfois depuis plus de 6 ans (CHA ANA et TRU DAM).  
Chez CHA ANA, 4 souches de M. abscessus, isoles entre 2004 et 2008, ont t envoyes 
pour lÕtude de la sensibilit aux antibiotiques. La souche devient de plus en plus rsistante aux 
antibiotiques. CHA ANA a t trait par de la cfoxitine, amikacine et clarithromycine lors du 
diagnostic puis  plusieurs reprises. Cela a certainement contribu  lÕaugmentation de la CMI de ces 
antibiotiques au  fil du temps.  
De mme, COU DOR a t trait par de la cfoxitine, amikacine et clarithromycine. Les deux 
antibiogrammes effectus sur des souches isoles  deux ans dÕintervalle montre galement une 





LÕlectrophorse en champ puls est la mthode de typage des MNT la plus utilise ces 
dernires annes. Cette mthode est adapte  lÕpidmiologie des mycobactries mais elle est lourde, 
longue  raliser et demande du matriel et un personnel expriment.  
 
Notre exprience a montr que cette mthode tait difficile  mettre en place. Malgr 
diffrents paramtres modifis, il reste encore  faire voluer le protocole : casser de faon plus 
efficace la paroi car parfois aucun fragment nÕtait visible sur le gel de migration, et amliorer la 
purification de lÕADN pour avoir des profils plus nettes. 
 
Les quelques profils que nous avons obtenus semblent nous indiquer que dans le temps, un 
patient est colonis par la mme souche. Cette souche semble diffrente des souches retrouves chez 
les autres patients suivis au CRCM de Rouen. De nombreuses publications ont montr lÕabsence de 
transmission interhumaine des MNT chez les patients atteints de mucoviscidose. Cependant, un article 
rcent montre quÕun patient avec un fort inoculum respiratoire de M. massiliense peut reprsenter un 
danger de contamination de lÕenvironnement et tre  lÕorigine dÕune contamination indirecte des 
patients mucoviscidosiques frquentant le mme tablissement de soins. 
 
Afin de mieux connatre lÕpidmiologie des souches isoles chez les patients 
mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen, de nouvelles techniques devrons tre utilises, comme 




























Les mycobactries du complexe abscessus sont les plus frquemment impliques dans les 
infections respiratoires chroniques, y compris lors de la mucoviscidose. Ces bactries sont difficiles  
identifier de faon fiable au rang dÕespce. Il faut idalement combiner le squenage de plusieurs 
cibles molculaires. Par ailleurs, les MABSC sont rsistantes  haut niveau  de nombreux 
antibiotiques. 
 
Quotidiennement, le laboratoire de microbiologie est confront  des difficults pour isoler les 
MNT des prlvements respiratoires des patients mucoviscidosiques. Notre travail montre quÕune 
dcontamination des prlvements par la mthode A (double dcontamination) associe  
lÕensemencement des prlvements sur milieu Cepacia
¨
 permet probablement dÕamliorer lÕisolement 
des MNT. La mthode de dcontamination qui utilise la chlorhexidine est prometteuse mais doit tre 




Comme dcrit dans la littrature, le CRCM de Rouen est confront aux infections par des 
MNT, principalement  MABSC. Elle atteint les enfants comme les adultes. Malgr des traitements 
longs et agressifs, lÕinfection est essentiellement chronique. L'absence de facteurs de risque prcis et 
l'omniprsence de MABSC dans l'environnement suggrent que l'infection  MABSC chez les patients 
atteints de mucoviscidose est un vnement alatoire. 
 
Le typage molculaire des MNT par lectrophorse en champ puls est difficile  mettre en 
place. De ce fait, il pourrait tre intressant de lui prfrer la rep-PCR automatise via le Diversilab
¨
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Annexe 1: Traitement des patients infects  MABSC suivis au CRCM de Rouen (3/3)
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S : sreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trs purulent ; TS : tube souill ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses 
























S : sreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trs purulent ; TS : tube souill ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses 
Annexe 2 : Donnes de lÕtude prospective (Janvier 2012) 
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S : sreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trs purulent ; TS : tube souill ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses 
Annexe 2 : Donnes de lÕtude prospective (Fvrier 2012) 
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S : sreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trs purulent ; TS : tube souill ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses 
Annexe 2 : Donnes de lÕtude prospective (Mars 2012) 
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S : sreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trs purulent ; TS : tube souill ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses 






Nom Ð Prn om de lÕtudian t : ÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉ 
Nom du Prsiden t de Jury : ÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉ 
Date de la souten an ce de la thse : ÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉÉ. 
















VU, le Directeur de la Section  Pharmacie 
De lÕUFR Mdecin e-Pharmacie de Rouen  
 
